











































































2. オートファジーは Ref(2)Pオリゴマーを除去することで寛容性をもたらす 
 オートファジーによる常在菌に対する損傷応答制御メカニズムに迫るにあたっ
















果から、オートファジー不全 EC では Ref(2)Pオリゴマーが蓄積することで Dachs
により Hippo 経路が不活性化され、過剰な損傷応答が起こると考えられた。さら
に、オートファジー不全 EC では Ref(2)P と共局在する Dachs のシグナルが増加
したことから、オートファジーが Ref(2)P オリゴマーと Dachs タンパク質の両者
を同時に量的制御することで損傷応答を制御していることが明らかになった。 
3. 常在菌依存的な ROS刺激は TCJ 近傍で Ref(2)Pオリゴマー形成を起こす 
 上皮組織の損傷応答誘導には多くの場合、活性酸素種 ROS が寄与する。EC 管
腔側の細胞膜には腸内細菌に対する ROS 産生酵素 DUOX が発現しており、病原
体感染に応じて ROS産生を亢進させることが知られている。オートファジー不全






















る ROSの刺激は管腔から EC へ与えられる。また、TCJは EC の管腔側に形成さ
れる細胞間結合である。そこで、TCJ が Ref(2)P オリゴマー形成に寄与している
かを検討した。TCJ の構成因子である Gliotactin（Gli ）を EC 特異的にノックダ
ウンしたところ、オートファジー不全 ECにおける Ref(2)Pオリゴマー形成、Hippo
経路の不活性化がともにキャンセルされた。よって、EC には管腔から与えられる






って形成される Ref(2)P オリゴマーを除去することで Hippo 経路を制御している
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応答には Dachsおよび dTRAF2が関与する 
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DUOX依存的な ROS刺激は TCJ近傍で Ref(2)Pオリゴマー形
成を起こす 
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粘液層を構成する主要な因子は糖タンパク質 Mutin である。Mutin は多量の
糖鎖修飾を受け粘性を増すため、Mutin の集積によって粘液層が形成される。
















細菌を認識して自然免疫を活性化させる Toll-like receptors（TLRs）の apical
側（管腔側）への発現が制限されている。生物種によって分子種に差があるも
のの、例えばヒト小腸上皮細胞では、細菌の構成成分であるリポポリサッカラ
イド（LPS）やフラジェリンを認識する TLR4 や TLR5 が管腔側に発現せず、
基底膜側にのみ発現している（7）。ただし、腸管上皮組織の中でも免疫応答に




























に、ISC や TA の分裂が活性化することで、失われた上皮細胞を補う必要がある
（8）。前述の腸管上皮細胞基底膜側での TLR 発現は ISC 分裂の誘導にも寄与し
ており、損傷によって管腔内の常在菌や病原菌が基底膜側へ移行すると、これ
















せるが、この時、常在細菌の 1 種である Clostridium difficile の腸内細菌に占め
る割合が増加すると、大腸炎が起こりうる。また、免疫抑制性サイトカインで
ある IL-10 を欠損したマウスや、獲得免疫系細胞を欠損した Rag2 ノックアウト




































（A）腸管上皮を構成する Goblet 細胞は Mutin を含む粘液を放出することで粘
液層を形成する。粘液層は常在菌が腸管上皮細胞と直接的に接触しないための
障壁となっている。Goblet 細胞の Mutin 産生は腸内常在菌が分泌する短鎖脂肪
酸によって促進されることが知られている。また、短鎖脂肪酸は粘膜固有層に
おける制御性 T 細胞（Treg）の誘導も促進する。腸管管腔には常在菌由来の抗
原が豊富に存在し、これを受容した樹状細胞（dendritic cell, DC）は T 細胞の
分化を誘導する。この時、短鎖脂肪酸によってエフェクターT 細胞ではなく Treg
 8 
への分化が促進される。Treg はエフェクターT 細胞や B 細胞を抑制することで
常在菌に対する免疫応答を抑制している。なお、画像は参考文献（6）より一部
改定（文字の拡大、日本語訳）している。 
（B）ヒト小腸上皮細胞における TLR 発現の模式図を示した。TLR2, TLR3, 
TLR4, TLR5 は腸管上皮細胞の apical 側（管腔側）には発現しない。なお、本 








（Intestinal Stem Cell, ISC）は非対称分裂によって ISC 自身と前駆細胞





（Tuft cell）が存在する。ISC, TA, PC は絨毛よりもさらに底部の腸陰窩に位置


















年では 128 人だったのに対し、2014 年では 42397 人であり、人口 10 万人あた
り約 33 人がクローン病を患っていることが報告されている（14）。また欧米で























病原性大腸菌の1種であるAdherent-invasive E. coli などが増加するdysbiosis







る。クローン病罹患者で多く見られる SNP には、前述した IL-23R などの免疫
関連遺伝子に加え、細胞内分解系であるオートファジーに関与する ATG16L1, 































で ATG13 を含む ULK1 複合体（ULK1-Atg13-FIP200-ATG101）が形成され
る（induction step）。ULK1 複合体によって、主に小胞体膜上に存在するホス












PE 修飾には ATG12-ATG5-ATG16L1 複合体に加え E1 様タンパク質 ATG7 お
よびE2様タンパク質ATG3が寄与する。更に、ATG7はE2様タンパク質ATG10






そして、オートファゴソーム側の Q-SNARE タンパク質 STX17 と、リソソー
 14 
ム側の R-SNARE タンパク質 VAMP8 が相互作用することで、オートファゴソ
ームとリソソームが融合し、オートファゴソーム内の基質が分解される（24）。 
 クローン病のリスク遺伝子として同定された ATG16L1, NOD2, IRGM のう
ち、ATG16L1 は上述のとおりオートファゴソーム形成に必須な役割を果たす。






侵入したリステリア菌 Listeria monocytogenes を細胞質で認識し、オートファ
ジーを誘導することを明らかにした（28）。この発見に続いて、NOD2 が細胞
内の赤痢菌（Shigella flexneri ）およびリステリア菌を認識してオートファジ









質 p62/SQSTM1（以下 p62）が寄与する。p62 はユビキチン化タンパク質と相









になると細胞内で p62 タンパク質が蓄積するが、p62 は自己相互作用が可能な










れる。哺乳類では p62 に加えて、NDP52, OPTN, NBR1 など多くのアダプター
分子が同定されている（31）。これらの分子は、タンパク質凝集体など同じ基質
と結合する重複性を持ち、特に NBR1 は p62 と同様に PB1 ドメインと UBA
ドメインを持ち類似性が高い。これに対し、ショウジョウバエが持つアダプタ






 ゲノムワイド関連解析から同定された ATG16L1 の T300A 変異は、クローン
病の発症率をヘテロ接合で 1.4 倍、ホモ接合で 1.9 倍に上昇させる（34）。この




ウトマウスは Atg5 や Atg7 のノックアウトマウスと同様に生後 1 日で致死とな
る（36）。そのため、ジーンターゲッティングによる Atg16L1 低発現マウスや、




や IL-18 の過剰産生が起こる（36）。また、この血球細胞特異的 Atg16L1 欠損
キメラマウスでは、デキストラン硫酸ナトリウム（DSS、経口投与により腸管
炎症を誘発する化合物）経口摂取時の腸管炎症が亢進し、コントロール個体と





 一方で、Cadwell らは、Atg16L1 の全身性低発現変異マウス（ATG16L1HM























Xbp1 を IEC 特異的にノックアウトすることでも生じる（40）。また、Xbp1ΔIEC
マウスの腸管上皮ではオートファジーの誘導が見られ、IEC 特異的に Xbp1 と
Atg16L1 をノックアウトすることで、腸管炎症のさらなる増悪とともに ER ス








Helicobacter hepaticus や Toxoplasma gondii の感染実験では、Atg16L1ΔIEC
によってこれらの病原体感染による腸管炎症が亢進する一方で、NF-B の活性


























を受けて ULK1 複合体が形成される（induction）。ULK1 複合体は PI(3)K 複合
体を活性化し、隔離膜形成を起こす（nucleation）。隔離膜成分の供給には ATG9
が寄与する。 






（4）オートファゴソーム膜上の Syx17 とリソソーム膜上の Vamp8 を介して両
者が融合し、内容物が分解される。 





Fig.1-4 p62 を介した選択的オートファジーの概念図 
 細胞内で生じたミスフォールドタンパク質はユビキチン化を受ける。p62 は
UBA ドメインを介してユビキチン化タンパク質と相互作用するとともに、PB1









 ショウジョウバエ（Drosophila melanogaster）、酵母（Saccharomyces 
cerevisiae）、ヒト（Homo sapience）でのオートファジーの保存性を表にまと
めた（32）。オートファジーの induction, nucleation, elongation, fusion に関わ
る遺伝子は高度に保存されている。選択的オートファジーのアダプターについ










ロファージでは、LPS 刺激に応じた IL-1発現が上昇する。腸内細菌由来の LPS
刺激によって粘膜固有層のマクロファージが IL-1 を過剰産生することで、腸
管炎症に寄与している可能性が考えられている。 















30 種である。実験室で飼育される場合は 5-20 種と、更に単純化されている。こ
のシンプルさに加え、無菌的な飼育法や単一の菌種での腸内細菌叢の再構築と
いった実験手法も確立されており、ショウジョウバエは宿主と symbiont あるい
は pathobiont の相互作用を解析しやすいモデルである（45）。 
ショウジョウバエでは、ほ乳類の食道、胃、小腸、大腸に相当する器官がそれ





（Intestinal stem cell, ISC）から新生される。ISC は非対称分裂によって ISC
と分化能を持った前駆細胞（ほ乳類: Transit-amplifying cell, TA、ショウジョ
ウバエ: Enteroblast, EB）に分裂する。Fig.1-2 でも示した通り、ほ乳類では ISC
から新生された TA は腸管上皮細胞（Enterocyte, EC）または、分泌性の細胞
であるパネート細胞（Paneth cell）やゴブレット細胞（Goblet cell）へ分化す
る。同様にして、ショウジョウバエでは、ISC から新生された EB は腸管上皮
細胞（EC）または分泌性細胞である Enteroendocrine cell（EE）へ分化する。
1 点異なることとして、哺乳類では前駆細胞 TA も分裂能を持っているが、ショ
 26 
ウジョウバエでは ISC のみが分裂能を有している。この特徴は ISC 分裂に焦点
を当てた解析を容易にしており、2006 年に成虫の midgut における ISC が同定















経路と Imd 経路があり、それぞれほ乳類では TLR 経路と TNF 経路として保存
されている（50）。Toll 経路は真菌の構成成分である-glucan や、主にグラム陽
性菌が持つリジンタイプのペプチドグリカン（PGN）を認識することで活性化
する。Toll 受容体を介して細胞内へシグナルが伝達されると、転写因子 Dif / 
Dorsal（NF-B）が活性化することで drosomycin などの抗菌ペプチド発現が
誘導される。一方で、Imd 経路は主にグラム陰性菌が持つ DAP（ジアミノピメ
リン酸）タイプの PGN を認識して活性化する。この時、PGN 認識タンパク質





発現を誘導すると同時に、Imd 経路の負の制御因子である PGRP-SC や
PGRP-LB の発現も誘導することで、免疫応答の過剰な活性化を抑制しているこ
とが明らかにされている（50）。なお、ほ乳類では TLR 経路や TNF 経路が活性
化すると、IL-1 などの炎症性サイトカインが発現誘導される。 













驚くべきことに、腸内常在菌の定着は、Imd 経路の転写因子 Relish の活性化
を誘導し、Imd 経路の負の制御因子である PGRP-SC や PGRP-LB の発現を上
昇させる一方で、抗菌ペプチドの発現は上昇させないことが報告されている
（54）。この常在菌寛容は、個体発生に必須なホメオボックス遺伝子である




する抗菌ペプチドの発現 が上昇するとともに、 symbiont である
Acetobacteraceae strain EW911（A.911）の減少と pathobiont である
Gluconobacter sp. strain EW707 の増加といった dysbiosis が見られる。また、
Caudal ノックダウン個体は寿命が短縮するが、腸内細菌叢を複数の symbiont





 抗菌ペプチドに加え、EC の抗菌応答には病原菌に対する ROS 産生が寄与す
る。EC には腸内細菌依存的に ROS 産生を起こす膜貫通タンパク質として
DUOX（dual oxidase）と NOX（NADPH oxidase）が発現している。NOX に
よる ROS 産生は、symbiont である Lactobacillus plantarum によって促進さ
れる。すなわち、L. plantarum が分泌する L-lactate が EC 内に取り込まれ、
NADH 合成に利用されることで、NOX の活性が上昇する（56）。NOX は細胞
内へ向けて ROS を産生し、抗酸化応答を担う Keap1-Nrf2 系を恒常的に活性化
していると考えられている（57, 58）。 
一方で、DUOX は EC の細胞外、つまり管腔に向けて ROS（H2O2）を産生す
る。DUOX の細胞外ドメインには H2O2 を次亜塩素酸 HOCl に変換する
peroxidase-homology domain があり、HOCl が腸内細菌に対して強い殺菌作用
を発揮する（59）。DUOX は腸管上皮における抗菌応答に大きく寄与している
が、ROS に耐性を持つ菌に対しては Imd 経路による抗菌ペプチド応答が必須と
される（53）。このように、DUOX による ROS 産生と抗菌ペプチド応答の両者
 29 
が揃うことで腸管上皮の抗菌応答が盤石化している。 
 ショウジョウバエ腸管上皮では、H2O2を O2と H2O に分解する分泌性カタラ
ーゼである IRC（immune-regulated catalase ）が発現している。IRC をノッ
クダウンすることで DUOX により産生される ROS の除去が不全になるととも
に、菌感染に対する抵抗性が低下する。これは、DUOX が産生する ROS が病
原菌の排除に必須である一方で、過剰な ROS は宿主にとって有害であることを
示唆している（59, 60）。したがって、健常時の常在菌の過半数を占める symbiont
に対して、DUOX による ROS 産生を活性化させない機構が必要であり、これ
は腸内細菌の分泌する uracil の量によって制御されることが知られている（61, 
62, 63）。uracil を受容する宿主側の受容体は同定されていないものの、EC が
uracil を感知すると、DUOX の発現および ROS 産生活性が上昇する。この時、
DUOX の活性上昇は Hedgehog シグナルを介した小胞体からの Ca2+の放出と、
TOR（target of rapamycin）シグナルによる NADPH 産生の促進によってもた
らされる（62, 63）。Symbiont は uracil 分泌量が少ない一方で、pathobiont や
外来の病原菌は uracil を多量に分泌するため、宿主はこの uracil 分泌量の違い
を利用して、病原菌に対し選択的に DUOX による ROS 産生を誘導することが






















の大半を占めるのは Enterocyte（EC）であり、分裂能を持たない EC は自身の
細胞内で損傷を修復できない場合、アポトーシスなどによって腸管上皮から脱







サイトカインが分泌される。また、ショウジョウバエ腸管上皮では EC も ISC




いなくとも活発で、ショウジョウバエではおおよそ 4 日、マウスではおおよそ 5
日で全ての上皮細胞が入れ替わるとされている（8, 67）。非感染時では、ショ
ウジョウバエ ISC は IL-6 様サイトカインである Unpaired 1（Upd1）をオート
クラインすることによって、非損傷時の上皮細胞のターンオーバーを起こして
いる（49, 65）。Upd ファミリーは JAK/STAT 経路のリガンドであり、受容体
Domeless に結合することで STAT による遺伝子発現を誘導する。また、筋層か
らは Wnt 経路のリガンドである Wingless や、EGFR シグナルのリガンドであ
る Vein が分泌され、ISC 分裂活性を支えている。Wingless が受容体 Frizzled
と結合すると、転写共役因子-catenin が活性化することで Wnt 経路のターゲ
ット遺伝子発現が誘導される。また、Vein は EGFR に結合することで、
Ras-MAPK カスケードを介して ISC 分裂を活性化させる。これらに加え、非感
染時のターンオーバーには、細胞死に応じて EC から分泌される Spitz や Keren
といった EGF が寄与することも報告されている（67）。 
これに対し、損傷時の ISC 分裂には、主に EC から分泌される Upd3 や、EB
から分泌される Upd2 が寄与する。Upd2, Upd3 は直接 ISC に作用して







感染や DSS の経口摂取時に EC において upd3 発現を誘導するシグナル経路と








Wnt や EGF（ショウジョウバエ：Spitz, Vein, Keren）の高い発現が見られ、
in vivo における ISC の分裂能や、in vitro におけるオルガノイド培養にパネー
ト細胞が必須であることが明らかにされている。ショウジョウバエ腸管と同様
Hippo 経路が DSS 摂取時の ISC 分裂制御に寄与しており、Hippo 経路下流の転











る。なお、ショウジョウバエの midgut と hindgut の境から分枝している






transit-amplifying cell または EB：enteroblast）が新生され、腸管上皮細胞
（EC：enterocyte）や分泌性細胞（Paneth cell, Goblet cell または EE：
enteroendocrine cell）へ分化していく。哺乳類では TA も分裂能を有している
が、分化する性質上、分裂回数は限られている。 






 EC では PGRP-LC や PGRP-LE によって病原菌が認識され、Imd 経路を介
して Relish による抗菌ペプチド発現が誘導される。一方で、常在菌に対する抗
菌ペプチド応答は、Caudal によって抑制されている。 
 腸内細菌に対する DUOX による ROS 産生は、病原菌が分泌する uracil によっ








の ISC 分裂に寄与するサイトカインを模式図で示した。EC からは IL-6 様サイ
トカインである Upd3 が分泌され、直接 ISC に作用するとともに、筋層にも作
用してEGFファミリーであるVeinの産生を誘導する。EBからはUpd2やSpitz
が分泌される。ISC では Upd2/3 によって JAK-STAT 経路が、Spitz, Vein によ
って EGFR 経路を活性化し、分裂と分化が亢進する。EC における Upd3 発現








































Gal4 はゲノム上の UAS 配列（upstream activation sequence）に結合すること
で、UAS 下流の遺伝子発現を誘導する。ショウジョウバエは内在性の UAS 配
列を持たない。そのため、遺伝子組み換えにより UAS-gene X 配列（gene X は
任意の遺伝子）を導入することで、任意の遺伝子を細胞種特異的に発現させる
ことができる。この際、特定の遺伝子の RNAi を起こす配列を UAS 下流で誘導
すれば、その遺伝子の発現を抑制（ノックダウン）することができる（本研究








の DSS を用いて解析がなされた結果、Atg7, Atg5, Atg16 のいずれかを EC 特
異的にノックダウンした個体は、DSS 摂取に応じて顕著な生存率の低下を示し
た（Fig.1-11A）。また、細胞内に侵入した細菌を認識してオートファジーを誘
導する病原体センサーPGRP-LE の変異体（28, 73）でも、DSS 感受性の亢進が




















研究の開始時までに細胞極性に関わる aPKC が、EC 特異的オートファジー不
 40 










剰な損傷修復応答は、オートファジー不全 EC で Ref(2)P（哺乳類 p62 のオルソ
ログ）が蓄積し、腸内常在菌依存的に産生される ROS 刺激によってオリゴマー
化することで起こっていた（第四章、第五章）。この時、Ref(2)P オリゴマーは












Fig.1-10 細胞種特異的な遺伝学的操作 Gal4-UAS システム 
 Gal4-UAS システムの概略を、本研究で主に扱う EC 特異的 Atg7 RNAi を例
に示した。Gal4-UAS システムでは Gal4 の発現が細胞種特異的に機能するエン
ハンサーによって制御される。EC 特異的な Gal4 系統（NP1-Gal4 系統）では、
Myo1A 遺伝子のエンハンサーが利用されている。細胞種特異的に発現した Gal4
タンパク質は、ゲノム上の UAS 配列に結合し、下流の遺伝子発現（ここでは
Atg7 RNAi 配列）を誘導する。このようにして、NP1-Gal4 と UAS-Atg7 RNAi





Fig.1-11 血球細胞における PGRP-LE 欠損は DSS 感受性を亢進する 
 5% DSS または 5% sucrose を 3 日間経口摂取させ、その後 3 日間通常のコー
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ンミールエサで飼育し生存率を測定した。 
（A, A’）EC 特異的な NP1Gal4 で Atg7, Atg5, Atg16 をノックダウンすること
で、DSS 摂取時の生存率が顕著に低下した。sucrose 摂取条件では生存率の顕
著な差は見られなかった。 
（B, C）PGRP-LE の完全機能欠損変異（PGRP-LE112, LE112）によって生存率
が顕著に低下した。この生存率の低下は、血球細胞特異的に Gal4 を発現する
hmlΔGal4 を用いて PGRP-LE を過剰発現することによってキャンセルされた
（B）。一方で、EC 特異的な NP1Gal4 で PGRP-LE を過剰発現しても生存率に
変化は見られなかった（C）。これらの結果から、血球細胞における PGRP-LE
の欠損が DSS 感受性を亢進させることが明らかにされた。 





























的に Atg7, Atg5, Atg16 をノックダウンした個体が DSS 摂取時に生存率の有意
な低下を示すことに着目し、この生存率の低下に関与する遺伝子の網羅的スク
リーニング（Fig.1-12）から極性因子 aPKC が同定されていた。 
















な Atg7 ノックダウン個体の DSS 感受性に腸内細菌が関与するかを検討した。
ショウジョウバエでは、embryo をエタノールと次亜塩素酸で殺菌し、無菌的に
飼育することで腸内細菌数を減少させることができる（54）。この手法を用いて
腸内細菌数が 1/50 以下となった個体を作成し（Fig.2-1）、DSS 摂取時の生存率
を測定した。その結果、通常飼育条件では EC 特異的 Atg7 RNAi 個体が野生型
個体と比較して生存率の有意な低下を示したのに対し、無菌的飼育条件では




もあり、例えば哺乳類 Atg5 はオートファジー非依存に exosome の形成に必要
とされる（74）。オートファゴソーム膜の形成は大別して induction, nucleation, 
elongation の 3 段階に分けられるが (Fig.1-3)、DSS 感受性の亢進が示されてい
る Atg7, Atg5, Atg16 はいずれも elongation のステップに寄与する。そこで、
未検討である induction ステップ、nucleation ステップに寄与する Atg
（induction: Atg13, nucleation: Atg6 ）をそれぞれノックダウンし、DSS 摂取
時の生存率を測定した。その結果、EC 特異的な Atg13 RNAi, Atg6 RNAi とも
に control feeding 時の生存率には影響しなかった一方で、DSS feeding 時の生
存率を有意に低下させた（Fig.2-3）。 
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 以上の検討から、EC 特異的な Atg 遺伝子ノックダウン個体の DSS 感受性を
指標にすることで、オートファジー不全が腸内細菌依存的に腸管恒常性を破綻
させるメカニズムに迫ることができると判断した。メカニズム解析の手がかり
を得るために、EC 特異的 Atg7 RNAi 個体の DSS 感受性亢進に関与する遺伝子
のスクリーニング（Fig.1-12）を進めた。 
 本スクリーニングでは、染色体の一定領域を欠損した deficiency（Df）系統
を利用している。Df 領域に Atg7 ノックダウン個体の DSS 感受性に関与する遺
伝子が含まれていれば、その Df によって Atg7 ノックダウン個体の DSS 摂取
時の生存率が上昇すると予想される（Fig.1-12）。Df 系統はゲノム網羅的に整備
されており、370 系統で常染色体の 98%以上を網羅できる。このうち、本研究
開始時までに 341 系統の検討が終了し、EC 特異的 Atg7 ノックダウン個体の
DSS 摂取時の生存率を上昇させる 24 の Df 系統が同定されていた（詳細な方法
とクライテリアについては 材料と方法「5. ゲノム網羅的スクリーニング」を
参照）。本研究では、まず残りの 29 系統の検討を行い、新たに 5 つの Df 領域を
同定した（計 29 領域、Fig.2-4）。 
Df 領域は数十〜百の遺伝子を含むため、同定した Df 領域中の遺伝子を個々に
検討するのは容易ではない。そこで、同定された Df 領域のより狭い範囲をカバ
ーする他の Df 系統を用いて、DSS 感受性亢進の原因遺伝子を含む Df 領域の絞
り込みを行なった（Fig.2-5）。続いて、絞り込んだ Df 領域に含まれる遺伝子の
変異体あるいは RNAi 系統を個々に検討し、結果的に 12 領域から 16 の遺伝子
を同定した（うち１遺伝子はすでに同定されていた aPKC ）（Fig.2-4, 2-6）。こ
れらの遺伝子を機能ごとにカテゴリー分けしたところ、細胞極性に関与するも
のが 5 遺伝子（aPKC, raps, Rab7, frtz, dgo）、細胞分裂に関与するものが 2 遺
伝子（Cdk4, Hph）、細胞骨格に関与するものが 2 遺伝子（cortactin, Act79B ）、
防御応答に関与するものが 2 遺伝子（TotM, hsc70-4 ）含まれていた（Fig.2-6）。 
 48 
 
Fig.2-1 無菌的飼育による腸内細菌数の減少と A. pomorum 摂取時の菌数 
 野生型（wildtype, WT）と EC 特異的 Atg7 RNAi 個体それぞれについて、通
常飼育条件（conventionally reared, CR）、無菌的飼育条件（Axenically reared, 
AR）、無菌的に飼育し Acetobactor pomorum を経口摂取させた条件（A. 
pomorum）の腸管から DNA を抽出し、菌 16S rRNA 遺伝子とショウジョウバ
エ 12S rRNA 遺伝子の定量 PCR により腸内細菌数を検討した。グラフには菌
16S rRNA 遺伝子の定量結果をショウジョウバエ 12S rRNA 遺伝子の定量結果
でノーマライズした値を示している。また、全ての条件で羽化後 7-9 日の個体
（生存率測定開始時あるいは組織学的解析時の日齢）からサンプルを調製して
いる。全ての飼育条件で野生型と EC 特異的 Atg7 RNAi 個体に copy number
の有意な差はなかった。また、無菌的な飼育によって copy number が 1/50 以下
に低下していた。 




Fig.2-2 無菌的な飼育は EC 特異的 Atg7 RNAi 個体の DSS 摂取時の生存率を
上昇させる 
 通常飼育条件（conventionally reared, CR）と無菌的飼育条件（axenically 
reared, AR）の野生型個体（WT）および EC 特異的 Atg7 RNAi 個体に 5% DSS
溶液または 5% sucrose 溶液（control feeding）を 3 日間摂取させ、その後 3 日
間コーンミールエサで飼育し生存率を測定した。EC 特異的 Atg7 RNAi 個体の
DSS摂取時の生存率は、無菌的な飼育を行うことで有意に上昇した（**P < 0.01）。
無菌的飼育は sucrose feeding 時の生存率には変化を与えなかった。 




Fig.2-3 オートファゴソーム形成の induction ステップ、nucleation ステップ
に必要な因子の EC 特異的ノックダウンは DSS 感受性を亢進する 
 野生型個体および EC 特異的に Atg6 または Atg13 をノックダウンした個体
に対し DSS を経口摂取させ、生存率を測定した。Atg6, Atg13 ともに RNAi の
誘導は sucrose 摂取時の生存率には影響しなかった一方で、DSS 摂取時の生存
率を有意に低下させた（**P < 0.001）。 





Fig.2-4 EC 特異的オートファジー不全個体の DSS 感受性を指標にしたスクリ
ーニングまとめ 
 本研究開始時からの Df スクリーニングの進展を表にまとめた。ショウジョウ
バエの染色体は X/Y 染色体、第 2 染色体、第 3 染色体、第 4 染色体からなるが、
スクリーニングでは雌雄で遺伝子量の等しい常染色体を対象とした。また、第 4
染色体にはほとんど遺伝子が存在しないため、これもスクリーニングの対象に
はしていない。「# of tested Df」、「# of positive Df」、「# of identified genes」に
は、本研究開始時点の数値（矢印の左方）と本研究の検討結果を加えた数値（矢
印の右方）を示している。 
Df 系統を利用することで、計 370 系統で常染色体の 98%以上を網羅可能であ
る。本研究開始時には、341 系統の検討が終了し、24 の Df 領域が同定されてい
た。また、そのうち 1 つの Df 領域からは aPKC が同定されていた。本研究では
残りの 29 系統について検討を行い、新たに 5 つの Df 領域を同定した（計 29






Fig.2-5 EC 特異的オートファジー不全個体の DSS 感受性に関与する遺伝子を
含む Df 領域の絞り込み方法 
 上図は染色体の一部の領域中に含まれる遺伝子および Df 領域を示しており、
図中の青色のバンドが遺伝子を、赤色のバンドが Df 領域を表す。 









Fig.2-6 EC 特異的 Atg7 RNAi 個体の DSS 感受性を回復した遺伝子の分類 








 EC には腸管管腔と接する頂端側（apical 側）と、隣接する EC あるいは基底
膜と接する側底側（basolateral 側）があり、ヒト、ショウジョウバエともに apical





Par3-Par6-aPKC 複合体、basolateral 側は Scribble-Lgl-Discs large 複合体に
よって規定される（75, 76）。細胞極性に沿って各タンパク質が適切な細胞内局
在を取ることで、細胞の機能を適切に発揮できるようになる。特に上皮組織で
は、細胞間結合が Par3-Par6-aPKC 複合体と Scribble-Lgl-Discs large 複合体の
接する境界に形成されることが知られており（77, 78）、両複合体の量的なバラ
ンスがバリア機能の形成・維持に重要である。 
 前節のスクリーニングから同定された aPKCと rapsynoid は共に apical 側の
極性因子である。これらの因子の機能低下型変異によってEC特異的Atg7 RNAi
個体の DSS 摂取時の生存率が上昇することから、オートファジー不全 EC では
apical 側因子の過剰によって細胞間結合の形成に異常が生じている可能性を考
えた。細胞間結合には tight junction（密着結合）、adherens junction（接着結
合）、gap junction（ギャップ結合）の 3 種があり、このうち上皮組織のバリア
機能に寄与するのは tight junction と adherens junction である。ショウジョウ
バエでは tight junction は septate junction（中隔結合）と呼ばれるが、構成タ
ンパク質は生物種を越えて保存されている。EC において septate junction は膜
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貫通タンパク質 Mesh および Snakeskin によって形成され、裏打ちタンパク質
として Coracle や Dlg が局在する（79）。adherens junction は膜貫通タンパク




局在を共焦点顕微鏡で観察した。野生型腸管では Dlg は basolateral 側の細胞膜





 続いて、Dlg 以外の septate junction 構成因子の局在を検討した結果、Mesh, 
Snakeskin の局在が EC 特異的な Atg7 ノックダウンによって減弱した。その一
方で、adherens junction を担う Shotgun と Armadillo の局在には、Atg7 ノッ
クダウンによる顕著な変化は認められなかった（Fig.2-9）。よって、EC におけ
るオートファジー不全は septate junction の構成因子の局在に異常を起こすこ
とが明らかとなった。意外にも、これらの表現型は DSS を摂取させていない状








Fig.2-7 EC での Atg7 ノックダウンは Dlg 局在異常を起こす 
（A）共焦点顕微鏡で腸管組織を観察する際の共焦点面を模式図で示した。EC
の細胞核と Dlg のシグナルが揃う共焦点面（緑線の平面）を観察している。 
（B）Dlg タンパク質に対する抗体染色を行い、腸管における Dlg 局在を観察し
た。野生型腸管（WT）では Dlg が basolateral 側の細胞膜に局在している一方
で、EC 特異的 Atg7 ノックダウン腸管（Atg7 RNAi）や Atg7 変異体腸管






Fig.2-8 EC でのオートファジー不全は Dlg 局在異常を起こす 












Fig.2-9 EC 特異的 Atg7 RNAi は septate junction 構成因子の局在異常を起こ
す一方で接着結合には影響を与えない 
 コントロール個体および EC 特異的 Atg7 ノックダウン個体の腸管における
Snakeskin (Ssk), Mesh, Armadillo (Arm), Shotgun (Shg) の局在を観察した。
Ssk, Mesh, Arm についてはそれぞれのタンパク質に対する抗体染色を行い、
Shg については、内在性 Shg 遺伝子座に GFP 配列を挿入した protein trap 系
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統（ShgGFP）と anti-GFP 抗体を用いて観察を行なった。EC 特異的な Atg7 ノ
ックダウンは septate junction 構成因子である Ssk と Mesh の細胞膜への局在
を減弱させた一方で、接着結合構成因子である Shg や Arm の局在には顕著な変
化を与えなかった。スケールバーは 50 µm を示している。 
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第三節 オートファジー不全による Dlg 局在異常は腸内細菌依存的である 
 
 Dlg 局在異常を初めとする EC 特異的オートファジー不全による septate 
junction 構成因子の局在異常は DSS 摂取させていない状態で観察された。これ








一方で、EC 特異的 Atg7 ノックダウン腸管では、通常飼育条件下で見られる
Dlg 局在異常が無菌的に飼育した個体ではほとんど見られなくなっていた





Fig.2-10 EC 特異的 Atg7 RNAi による Dlg 局在異常は腸内細菌依存的である 
 通常飼育条件（conventionally reared, CR）と無菌的飼育条件（axenically 
reared, AR）の野生型および EC 特異的 Atg7 ノックダウン個体の腸管の Dlg 局
在を観察した。野生型腸管では、通常飼育条件・無菌的飼育条件ともに Dlg は
細胞膜に局在していた。一方で、Atg7 RNAi 腸管では、通常飼育条件では Dlg
局在が消失しているのに対し、無菌的飼育条件では Dlg が野生型腸管と同様に







 前節の検討から、EC 特異的オートファジー不全腸管の Dlg 局在異常は腸内細
菌依存的に起きることが明らかとなった。以降では Dlg 局在異常を、オートフ
ァジー不全と腸内細菌の相互作用によって腸管恒常性が破綻した結果起こる表
現型の 1 つの指標とした。 
 腸内細菌が関与する腸管恒常性破綻のメカニズムとして、腸内細菌叢が病原
性を示す菌種に変化してしまう、あるいは腸内細菌の総菌数が著しく増加する、
といった dysbiosis が挙げられる（9, 45）。Dysbiosis は腸管炎症に付随して生
じるが、EC 特異的オートファジー不全腸管では DSS 非摂取時から Dlg 局在異
常が観察される。非損傷時のオートファジー不全腸管において dysbiosis が起き
ているかを、組織学的な解析と同じ日齢（羽化後 7-9 日）の個体を用いて検討
することとした。まず、腸内細菌数について、菌 16S rRNA 遺伝子の定量 PCR
を行って評価した。この検討では、腸内細菌の種間で保存された配列に対する
プライマーを用いている。検討の結果、EC 特異的 Atg7 ノックダウン個体の腸
内細菌数は野生型と比べ有意な変化は見られなかった（Fig.2-1）。次に、腸内細
菌叢が変化している可能性について、菌 16S rRNA 遺伝子の次世代シークエン






中–古橋 京子 技術補佐員によって行われた。 
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Fig.2-11 EC 特異的オートファジー不全は腸内細菌叢を変化させない 
 羽化後 9 日の野生型、EC 特異的に Atg7 または Atg5 をノックダウンした個
体それぞれからゲノム DNA を精製し、菌 16S rRNA 遺伝子の配列を次世代シ
ークエンス解析することで腸内細菌叢を検討した。（A）次世代シークエンス解
析結果を表にまとめた。菌の種毎に read count（リード数）と全リード数に対
する割合（% of total）を示している。（B）結果を円グラフにまとめた。EC 特
















管では Dlg の細胞膜への局在が維持されていた一方で、EC 特異的 Atg7 ノック
ダウン腸管では Dlg 局在異常が再発した（Fig.2-12）。重要な点として、野生型
とAtg7ノックダウン個体でA. pomorum経口摂取による腸内細菌数の増加は同
程度であり、Dlg 局在異常は A. pomorum の過剰な定着によって起きているわ
けではないと考えられる（Fig.2-1）。これらの結果から、EC 特異的オートファ
ジー不全腸管では、野生型腸管の恒常性には影響を与えない非病原性の常在菌




Fig.2-12 非病原性常在菌による菌叢の再構築は EC 特異的 Atg7 ノックダウン
腸管の Dlg 局在異常を起こすのに十分である 
 通常飼育条件（CR）、無菌的飼育条件（AR）、AR 条件で羽化後 1-2 日の個体
に A. pomorum を経口摂取させた条件（A. pomorum）で Dlg 局在を観察した。
野生型腸管では A. pomorum 条件でも Dlg の細胞膜への局在が維持されていた
一方で、EC 特異的 Atg7 ノックダウン腸管では、A. pomorum 条件において Dlg
局在の消失が見られた。スケールバーは 50 µm を示している。 
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第六節 持続的な EC 特異的オートファジー不全が Dlg 局在異常を起こす 
 
 第二節−第五節と解析を進める中で、EC 特異的オートファジー不全個体（遺
伝子型：NP1-Gal4>UAS-Atg7 RNAi）では、羽化後 7 日以降では Dlg 局在異
常が見られる一方で、羽化後 3-4 日では Dlg 局在異常が生じていないことに気
づいた。また、Gal4 抑制因子である Gal80 の温度感受性フォーム（Gal80ts, ts
は temperature sensitive の略）を発現させ、飼育温度依存的に Gal4 による遺
伝子発現を誘導するシステム（Fig.2-13A）を用いて、EC における 5 日間の Atg7 
RNAi 誘導では Dlg 局在が変化しないことが報告されている（80）。これらを踏
まえ、EC でオートファジー不全を起こしてから Dlg 局在異常が起こるまでの経
時的な検討を行った。NP1-Gal4 は幼虫のステージでも腸管における遺伝子発現
を誘導するため、本検討では NP1-Gal4 と温度感受性 Gal80 (Gal80ts)を組み合
わせ（以下これを NP1ts-Gal4 と表記する）、成虫の腸管が成熟後に Atg7 RNAi
を誘導することとした（Fig.2-13B）。検討の結果、3 日間の Atg7 RNAi 誘導で
は Dlg 局在は正常であった一方、5 日間 Atg7 RNAi を誘導すると細胞膜への
Dlg 局在が減弱し、7 日間の誘導を行うことで顕著な Dlg 局在の減弱が観察され
た（Fig.2-13C）。この結果は染色画像の定量解析によっても確認された
（Fig.2-13D）。上記の報告（80）と異なり 5 日間の Atg7 RNAi 誘導でも Dlg
局在の減弱が認められたが、これは、（80）では RNAi 誘導を腸管が未成熟な羽
化直後から行なっていること、また UAS-Atg7 RNAi の系統が異なっているこ
とが原因であると考えられる。 
 以上の結果から、EC 特異的オートファジー不全下で非病原性の常在菌が直接









（A）NP1-Gal4 と Gal80tsを組み合わせた NP1ts-Gal4 システムの模式図を示
した。Gal80tsの発現は tubulin promoter によって全ての細胞種で誘導される。
Gal80tsタンパク質は 18°C では活性型フォームを取り、Gal4 による UAS 下流
の遺伝子発現を抑制する。しかし、29°C では Gal80tsが構造変化することで不
活性型となるため、Gal4 によって UAS 下流の遺伝子発現が誘導される。した
がって、飼育温度を変えることで時期特異的に Gal4 依存的な遺伝子発現を操作
できる。 
（B）NP1ts-Gal4 を用いた Atg7 RNAi 誘導による Dlg 局在異常の経時的検討の
概略を示した。横軸に羽化後日数を示しており、青線の期間は 18°C 飼育、赤線
の期間は 29°C 飼育している。29°C 飼育期間（つまり Atg7 RNAi を誘導する期
間）を 0 日、3 日、5 日、7 日と振っている。なお、解剖時の日齢が全条件で羽
化後 10 日となるように 18°C から 29°C に移すタイミングを設定している。 
（C）検討結果の代表的な画像を示した。29°C 3 日の条件では Dlg が細胞膜に
局在しており、そのシグナル強度も高かった。29°C 5 日では Dlg の細胞膜局在
は残っているものの、3 日と比べてシグナル強度が低下していた。そして 29°C 7
日では Dlg の細胞膜への局在が大部分消失しているサンプルが多数見られた。 
（D）画像解析により（C）の結果を定量化したものを boxplot で示した。グラ
フ縦軸は、細胞あたりの Dlg シグナル強度について、GFP RNAi control（29°C 
7 日）の中央値（箱内の太線）を 1 とした際の相対値を示している。また、プロ
ットの 1 つ 1 つが各サンプルの結果を表しており、（C）で示したサンプルの定
量結果は黒丸で表している。Atg7 RNAi の誘導期間が長くなるほど、細胞あた
りの Dlg シグナル強度の中央値が低下した。n = 16 (GFP RNAi for 7 days), n = 
16 (Atg7 RNAi for 0 days), n = 15 (Atg7 RNAi for 3 days), n = 18 (Atg7 RNAi 





第一章では、EC 特異的オートファジー不全個体の DSS 摂取時の生存率を指標
にしたゲノム網羅的スクリーニングの結果に基づき、オートファジー不全腸管
では Dlg を初めとする septate junction 構成因子の局在が消失することを見出



















 EC 特異的オートファジー不全腸管では常在菌依存的に Dlg 局在異常が起こ
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るが、これが個体にとって生理学的に重篤な影響を及ぼす表現型であるかは重







 EC 特異的なオートファジー不全は septate junction（SJ）構成因子の局在異
常を起こす一方で、adherens junction（AJ）には影響を与えなかった。この違
いが生じるメカニズムは現状不明であるが、SJ と AJ の位置関係が関与する可
能性が考えられる。ショウジョウバエ腸管では SJ が AJ よりも apical 側（管腔
側）に位置しているが、ショウジョウバエの他の上皮組織（原腸胚上皮など）
では、AJ が SJ よりも apical 側に形成される。興味深いことに、原腸胚では
AJ の形成部位が apical 側の極性因子 Par3-aPKC と basolateral 側の極性因子
Par-1 によって規定されることが知られている（77, 78）。また、ほ乳類では tight 
junction（TJ）が AJ よりも apical 側に位置する（つまりショウジョウバエ腸
管の SJ と AJ の関係と同様）が、Par-3 が TJ 形成に寄与することも報告され
ている（83）。これらのことから、apical 側に位置する細胞間結合の形成は apical
側の極性因子による影響を受けやすいことが示唆される。この仮説と一致する
ように、EC 特異的オートファジー不全腸管の Dlg 局在が aPKC のヘテロ接合
変異によって部分的に回復することを見出している（Fig.2-15）。近年では、シ




形成（77, 78）のみでは説明できず、オートファジー不全 EC の apical 側領域
には SJ の異常を引き起こす何らかの特殊な場が存在する可能性が示唆される。 
 ここまで議論してきたオートファジー不全による細胞極性や細胞間結合の異
常は、これまでにオートファジー不全マウスで報告されてきた免疫系の異常（12, 



















外への漏れの程度に応じて Smurf level をクラス分けしている。 
non Smurf：色素が腸管内に限局している 
Smurf level 1：腹部への色素の漏れが認められる。 
Smurf level 2：頭部を含む全身への色素の拡散が認められるが、頭部では腹部
ほどの濃い青色は見られない。 
Smurf level 3：頭部や肢を含め全身が濃い青色を呈する。 
（B）EC 特異的な GFP RNAi 個体および Atg7 RNAi 個体を加齢させ Smurf 
assay を行なった。各羽化後日数において、左のバーが GFP RNAi 個体の結果
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を、右のバーが Atg7 RNAi 個体の結果を示している。また、バーの色分けは（A）
の Smurf level に対応している。GFP RNAi 個体では加齢に伴って Smurf rate
が上昇するが、Atg7 RNAi はこれを増悪し、羽化後 30 日時点で有意な Smurf 
rate の上昇が認められた（カイ二乗検定、P < 0.05）。n = 90 (10-days-old GFP 
RNAi), n = 94 (20-days-old GFP RNAi), n = 90 (30-days-old GFP RNAi), n = 
85 (10-days-old Atg7 RNAi), n = 86 (20-days-old Atg7 RNAi), n = 88 
(30-days-old Atg7 RNAi). ND = not detected. 







Fig.2-15 aPKC ヘテロ接合変異は EC 特異的オートファジー不全腸管の Dlg
局在を回復する 
 野生型、EC 特異的 Atg7 RNAi 腸管、そして aPKC の機能欠損ヘテロ接合変
異下で EC 特異的に Atg7 をノックダウンした腸管を用いて Dlg に対する抗体
















よって失われた EC を補うことは腸管上皮の恒常性維持に必須である。EC には
分裂能が備わっていないため、損傷を受けた EC は腸管幹細胞（Intestinal Stem 
Cell, 以下 ISC）にシグナルを伝達することで損傷修復を誘導する。ショウジョ
ウバエ EC は上皮成長因子受容体 EGFR（epidermal growth factor receptor）
のリガンドであるSpitz, Vein, Keren（いずれもEGFオルソログ）や、JAK-STAT
経路のリガンドである Unpaired 3（IL-6様サイトカイン、以下 Upd3）を分泌
することで ISC 分裂を活性化させる（Fig.1-9）（49, 65, 67）。ISC は非対称分
裂によって ISC と前駆細胞 enteroblast に分裂し、enteroblast が EC へと分化
するとともに隣接する EC と細胞間結合を形成することでバリア機能が維持さ
れる。 












着目し、upd3 がオートファジー不全腸管の ISC 分裂亢進と Dlg 局在異常に寄
与することを見出した（第二節）。続いて、ISC 分裂亢進と Dlg局在異常の関係
性を解析し、ISC の過剰分裂によって Dlg 局在異常が起こることを明らかにし
た（第三節）。最後に、オートファジー不全腸管で ISC 過剰分裂が Dlg局在異常












は分裂能を持つ細胞は ISC のみであり、ISC 分裂の評価には細胞分裂マーカー
であるリン酸化ヒストン H3（以下 PH3）に対する抗体染色が汎用される。野
生型腸管と EC 特異的に Atg7 または Atg5 をノックダウンした腸管に対して
PH3 染色を行ったところ、Atg7, Atg5 どちらのノックダウンによっても腸管 1
本あたりの PH3 陽性細胞数が有意に増加した（Fig.3-1A）。したがって、EC 特






した Atg7 ノックダウン個体の腸内細菌叢を非病原性の腸内常在菌である A. 
pomorum や Acetobacteraceae strain EW911（A911）（54）で再構築すること
で、再び PH3 陽性細胞数が増加した。一方で、野生型腸管では無菌的飼育や
A. pomorum, A911 による菌叢の再構築は PH3 陽性細胞数を変化させなかった
（Fig.3-1B）。これらの結果から、EC 特異的オートファジー不全腸管では、非
病原性の常在菌に対して ISC 分裂が亢進していることが明らかとなった。 
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Fig.3-1 EC でのオートファジー不全は常在菌依存的に ISC 分裂を亢進する 
（A）羽化後 7-9 日の野生型腸管と EC 特異的に Atg7 または Atg5 をノックダ
ウンした腸管を用いて PH3 に対する抗体染色を行なった。Atg7, Atg5 どちらの
ノックダウンによっても腸管 1本あたりの PH3 陽性細胞数が有意に増加した。 
（B）野生型個体と EC 特異的 Atg7 RNAi個体それぞれについて、通常飼育条
件（CR）、無菌的飼育条件（AR）、AR 条件の羽化後 1-2日の個体に A. pomorum
または A911 を経口摂取させた条件（Ap, A911）の個体を作成し、羽化後 7-9
日に腸管を解剖して PH3 に対する抗体染色を行なった。Atg7 RNAi 腸管では
AR 条件で CR 条件と比べて PH3 陽性細胞数が有意に減少し、Ap 条件や A911
条件では AR 条件と比べて PH3 陽性細胞数が有意に増加した。野生型腸管では
どの条件でも PH3 陽性細胞数に有意な差は見られなかった。 
（A）（B）ともにグラフには 3回試行の平均結果を示している。 
*P < 0.05, **P < 0.01. 
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第二節 EC 特異的オートファジー不全は upd3 を介して ISC 過剰分裂および
Dlg局在異常を起こす 
 
 第一節から、EC におけるオートファジー不全は、ISC 分裂を亢進させるとい
う細胞非自律的な影響をもたらすこと、そしてこれが常在菌依存的であること
が明らかになった。ECは IL-6様サイトカインUpd3や、EGFオルソログ Spitz, 





を用いて、EC 特異的 Atg7 ノックダウン腸管における upd3 発現を検討した。
Anti--gal抗体を用いた腸管組織染色の結果、Atg7 ノックダウンによって-gal
シグナル強度が上昇していた（Fig.3-2）。続いて、オートファジー不全による ISC
分裂亢進に upd3 が寄与するかを検討したところ、Atg7 とともに upd3 をノッ
クダウンすることで PH3 陽性細胞数の増加が有意に抑制された（Fig.3-3A）。
また、upd3 のノックダウン、あるいは upd3 の機能欠損変異は、Atg7 ノックダ
ウン腸管の Dlg 局在もほぼ完全に回復した（Fig.3-3B）。さらに、Atg7 RNAi
個体の DSS 摂取時の生存率も upd3 のノックダウンによって上昇した
（Fig.3-3C）。これらの結果から、オートファジー不全 EC では upd3 の発現が






Fig.3-2 EC 特異的オートファジー不全は upd3 発現を上昇させる 
（A）upd3 のプロモーター配列下流で lacZ を発現するレポーター遺伝子
（upd3-lacZ ）を用い、腸管における upd3 発現を anti--gal染色により検討し
た。EC 特異的に GFP あるいは Atg7 をノックダウンした個体の腸管を観察し
た結果、Atg7 ノックダウン腸管では-gal シグナルが上昇していた。なお、こ
の検討では、NP1ts-Gal4システム（Fig.2-13A）を用いて、羽化後 2-3日から 7
日間 29°C 飼育した個体を用いている。 
（B）画像解析により（A）の結果を定量化した。縦軸は細胞あたりの-gal シ
グナル強度について、GFP RNAiの中央値を 1 とした相対値を示している。Atg7 
RNAiによる-galシグナル強度の有意な上昇が示された。n = 17 (GFP RNAi), 




Fig.3-3 EC 特異的オートファジー不全は upd3 を介して ISC 分裂亢進・Dlg
局在異常・DSS感受性亢進が起こる 
（A）PH3 に対する抗体染色を行い腸管 1本あたりの PH3 陽性細胞数を測定し





Atg7 ノックダウンは Dlg 局在を消失させるが、upd3 を同時にノックダウンす
る、あるいは upd3 の機能欠損変異（upd3Δ）を導入することで、Dlgの細胞膜
への局在がほぼ完全に回復した。スケールバーは 50 µm を表している。 
（C）5% DSSを 3日間経口摂取させ、さらに 3日間コーンミールのエサで飼育
し、生存率を測定した。EC 特異的に Atg7 と upd3 をノックダウンすることで、
Atg7 ノックダウンによる生存率の低下が有意にキャンセルされた。グラフには






第三節 ISC 分裂の過剰亢進が Dlg局在異常を起こす 
 
 upd3 は ISC 分裂を活性化するサイトカインであるため、upd3 ノックダウン
によってオートファジー不全腸管のDlg局在異常がキャンセルされたことから、





できる（90）。まず、ISC 特異的に遺伝子発現を誘導できる Dl-Gal4 と Gal80ts
を用いて（Gal80tsについては Fig.2-13A を参照）、EC 特異的オートファジー不
全腸管と同程度に ISC分裂が亢進するEGFRA887T過剰発現の条件検討を行なっ
た。その結果、2日半EGFRA887Tの発現を誘導することで、EC特異的Atg7 RNAi
腸管と同程度に PH3 陽性細胞数が増加した（Fig.3-4A）。この条件の EGFRA887T
過剰発現腸管では、Dlgの細胞膜への局在が消失していた（Fig.3-4B）。よって、
ISC 分裂の亢進は Dlg局在異常を起こすのに十分であると考えられる。 
 Upd3 は JAK-STAT 経路を活性化することで ISC 分裂を促進する。
JAK-STAT 経路のシグナル伝達因子 Hop（ほ乳類 JAK のホモログ）の機能欠
損変異 hop25は、JNK経路の過剰な活性化による EC の細胞死に応じた ISC 分
裂を抑制することが報告されている（70）。この hop25変異体を用いて、オート
ファジー不全腸管において ISC 過剰分裂が Dlg 局在異常を起こすか更なる検討





Fig.3-4 ISC 分裂の人為的な過剰亢進は Dlg局在異常を起こすのに十分である 
（A）野生型個体、EC 特異的 Atg7 RNAi個体（NP1>Atg7 RNAi）、ISC 特異
的 EGFRA887T過剰発現個体（Dlts>EGFRA887T ）を用いて、PH3 染色により腸
管 1本あたりの PH3 陽性細胞数を測定した。Dlts>EGFRA887T 個体を羽化後 4-5
日から 2.5日間 29°C 飼育することで、羽化後 7-9日の NP1>Atg7 RNAi個体と
同程度の PH3 陽性細胞数の増加が認められた。グラフには 4回試行の平均結果
を示している。N.S. = not significant. 





Fig.3-5 JAK-STAT 経路の抑制によって EC 特異的 Atg7 ノックダウン腸管の
Dlg局在異常がキャンセルされる 
 Dlg に対する免疫染色を行い腸管における Dlg 局在を観察した。hop 遺伝子
は X染色体にあり、hop25変異はホモ接合致死、ヘミ接合で生存可能である。し
たがって、この検討では全条件でオス個体を用いている。EC特異的 Atg7 RNAi
腸管ではオスメスによらず Dlg局在異常が見られる。この Dlg局在異常は hop25
変異によってキャンセルされた。 
スケールバーは 50 µm を示している。なお、Fig.3-5以外ではメス個体を用い




第四節 EC 特異的オートファジー不全は ISC の EC への分化には異常を起こ
さない 
 
 前節から、ISC の過剰分裂によって Dlg 局在異常が起きることが明らかとな
ったが、そのメカニズムは不明である。apical-basolateral極性や細胞間結合は、
ISC 分裂によって新生される前駆細胞 enteroblast（EB）の ECへの分化に伴っ
て形成される。また、羽化後 40日の加齢腸管においては、ISC の過剰分裂とと
もに未分化な EB の蓄積と Dlgの局在消失が観察される（91, 92）。これらの知
見を踏まえ、EC 特異的オートファジー不全による ISC 過剰分裂が EC への分化
異常を介して Dlg 局在異常を起こしている可能性について検討を行うこととし
た。 
 検討に当たって、EC で遺伝子操作（Atg7 RNAi）を行いつつ、ISC 分裂によ
り新生される細胞をトレースできる、split-lacZシステム（67, 93）を利用する
こととした。split-lacZ システムでは、EC 特異的な mex-Gal4 と Gal80tsを利
用し 29°C で Gal4-UASによる遺伝子発現（本解析の場合は Atg7 RNAi）を誘
導すると同時に、38°C の熱刺激に応じた mitotic recombination を起こすこと
で、恒常的に lacZ（-gal）を発現するクローンを導入する（Fig.3-6A, 3-6B）。
腸管では分裂能を持つ細胞は ISC のみなので、ISC の非対称分裂によって新生
される ISC または EB が-gal で標識されることになる。EB が-gal 標識され
た場合、EB はそれ以上分裂しないため、-gal陽性のクローンは 1 細胞にしか




胞数に占める EC の割合を測定することで、ISC 分裂によって新生された細胞
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が EC へ分化できているかを評価することができる（Fig.3-6C）。EC は核内倍
加により核サイズが他の細胞種よりも大きくなるため、本解析では mex-Gal4
陽性細胞の核サイズを指標に EC への分化を判定した（クライテリア設定につ
いては 材料と方法「11-4. split-lacZ解析」を参照）。 
 まず、オートファジー不全によって ISC 分裂が亢進している状況を捉えられ
る（つまり、クローン内の総細胞数が Atg7 RNAiによって増加する）クローン
導入の条件検討を行なった。その結果、29°Cで 3日間 Atg7 RNAiを誘導した
のちにクローンを導入し、さらに 5 日間 29°C飼育することで、クローンあたり
の細胞数が有意に増加することを見出した（Fig.3-7A）。この時、同じ温度条件
でAtg7 RNAiを行なっていないコントロールでは、クローンあたりのmex-Gal4
陽性細胞数がおおよそ 2-3 個（クローン内の総細胞数の約 30%）であった
（Fig.3-7B）。この条件ならば、クローンあたりの mex-Gal4陽性細胞率の増減
を評価できると判断した。検討の結果、EC での Atg7 ノックダウンはクローン
あたりの mex-Gal4 陽性細胞率を変化させなかった（Fig.3-7C）。よって、EC






Fig.3-6 Split-lacZ システムの概略 
（A）mex-Gal4と tub-Gal80tsによる温度依存的な EC 特異的 Atg7 RNAiを模
式図で示した。mex-Gal4 は EC 特異的に Gal4 を発現する（67）。18°C では
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Gal80ts によって Gal4 による Atg7 RNAi 誘導が阻害されるが、29°C では
Gal80tsが不活性化することで EC において Atg7 RNAiが発動する。 
（B）split-lacZシステムにおける、mitotic recombinationによる-gal標識を
模式図で示した（参考文献（67）より一部改定）。mitotic recombination には
FLP-FRT システムが用いられ、FLP は熱刺激依存的に誘導される（heat 
shock-flp, hsflp）。第二染色体の一方には tubulinプロモーターと FRT配列が、
相同染色体には FRT 配列と核移行シグナル（nls）のついた lacZ 遺伝子配列
（nlslacZ ）が導入されている。熱刺激を与える前は、tubulinプロモーター下
流には遺伝子をコードする配列が存在しない。38°C の熱刺激を与えると、FLP












Fig.3-7 Split-lacZ システムによる EC 分化検討 
（A）本解析の温度条件とそれによる遺伝子発現状況の概略をまとめた。羽化後
2-3日までは18°C飼育し、Atg7 RNAiも split-lacZクローンの誘導も行わない。
その後 3日間 29°C 飼育し、EC において Atg7 RNAiを誘導するが、この時 FLP
によるmitotic recombinationはほとんど起こらない。続いて 38°C の熱刺激を
30 分×2 回与え、FLP-FRT による mitotic recombination で-gal 陽性クロー
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なかった（C）。n = 42 clones (no RNAi), n = 34 clones (Atg7 RNAi).  





 第二章では、EC 特異的オートファジー不全によって常在菌依存的に Dlg局在
異常が起こるメカニズムに迫り、オートファジー不全腸管では常在菌依存的に
ISC の過剰分裂が起きることで、Dlg局在異常が生じることを明らかにした。ま





 EC からの Upd3 分泌を介した ISC 分裂の誘導は、野生型腸管では病原性細
菌の腸管感染時の損傷応答として起こる（67, 88, 89）。これに対し、オートフ





















るため、通常 ISC 分裂の亢進は DSS摂取に対する個体の防御応答として必要で
















って ISC 分裂が亢進している状況でも EC への分化に影響は見られなかった。
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その他に考えられるメカニズムとして、ISC 分裂と EC の細胞死の不均衡が挙
げられる。腸管上皮のような単層上皮では上皮細胞と基底膜の相互作用がイン
テグリンシグナルを生じさせ、細胞極性や細胞間結合の形成に寄与することが











た。本解析では EC 特異的な NP1-Gal4（Myo1A-Gal4 ）と、tubulin promoter
（tubP ）下流に FRT サイトに挟まれた Gal80 配列を持つ個体を用いている。
37°C の熱刺激依存的に Flippase（FLP）が発現し、Gal80 配列がゲノム上から
除かれる。したがって、熱刺激を与える前は Gal80 によって Gal4-UASシステ
ムが機能しないが、熱刺激を与えると Gal4-UAS システム（本解析では EC 特
異的 Atg7 RNAi）が活性化する。重要な点として、FLP-FRT による組み換え
は確率論的に起こるため、一部の ECのみで Atg7 RNAiが発動することとなる。
本解析では、組み換えが起こった細胞を UAS-GFPを用いて GFP標識している
（B）。 
（B）上記（A）の手法を用いて、羽化後 5 日の個体に 37°C の熱刺激を与え、
その 4 日後に腸管の組織学的解析を行なった。GFP 標識された細胞で Atg7 
RNAi が発動しているが、GFP 標識されていない細胞においても、Dlg 局在の
消失が観察された（mosaic expression of Atg7 RNAi）。コントロールとして、
遺伝子型が同一で熱刺激を与えていない条件を用い、この条件では Dlg が細胞
膜に局在していることを確認している（no expression of Atg7 RNAi）。この結
果は、EC 特異的なオートファジー不全が細胞非自律的に腸管恒常性を破綻させ
ることを示している。スケールバーは 50 µmを表している。 





は upd3 RNAiによって緩和される 
 羽化後 30 日の個体を用いて Smurf assay（Fig.2-14）を行なった。EC 特異
的 Atg7 RNAiによる Smurf rateの上昇は、upd3 を同時にノックダウンするこ
とで有意に抑制された（カイ二乗検定、*P < 0.05）。n = 85 (GFP RNAi), n = 90 
(Atg7 RNAi + GFP RNAi), n = 73 (Atg7 RNAi + upd3 RNAi). 








 カスパーゼ基質である PARP を過剰発現し、切断を受けた PARP（cleaved 
PARP）を認識する抗体を用いて腸管組織の抗体染色を行なった。EC での Atg5
のノックダウンは、非損傷時（sucrose 摂取時）では野生型と比べて cleaved 
PARPのシグナルを増強させることはなかった。また、Atg5 ノックダウン腸管
では DSS摂取に応じた cleaved PARP シグナル上昇が認められた。これらの結
果から、EC でのオートファジー不全はアポトーシスの活性に影響を与えないこ
とが示唆された。スケールバーは 200 µm を示している。 











着目することとした。upd3 は腸管上皮が損傷を受けた際に EC において発現上
昇するが、この時、細胞増殖を制御する Hippo 経路や JNK 経路の下流で働く
転写因子の活性化が upd3 発現に付随して観察される（68, 70, 95, 96, 97）。ま




99, 100）（Fig.4-1）。Ykiは upd3 や cyclin E などの細胞増殖促進因子や、diap1





そして EC での yki ノックダウンによって ISC 分裂が抑制されることが報告さ
れている（68, 69）。 
 一方、JNK経路はMAPKカスケードの 1 つである。細胞にストレスが与え
られると dTRAF2、Hemipterous（JNKK）、Basket（JNK）などの因子を介
してシグナルが活性化する（Fig.4-2）。活性化した Basket は転写因子 Jun-Fos
第三章 オートファジー不全 EC では常在菌に対して損傷応答が誘導されるこ







ストレス付与剤である Paraquat や病原性細菌 ECC15 の経口摂取時の upd3 発
現および ISC分裂にECにおけるJNK経路活性化が必要であることが知られて
いる（69, 70, 102）。 














ンパク質となってシグナル伝達され、Wts が Yki をリン酸化することで Yki の
核移行が抑制される。Hpoは Expanded（Ex）-Merlin（Mer）-Kibra 複合体に
よって、またWtsはMisshapen（Msn）によって活性化される。一方で、リン
酸化調節 STRIPAK-RASSF 複合体や、atypical myocin である Dachs は Hpo
あるいは Wts を不活性化する。これによって Yki が活性化すると、転写因子






JNK 経路は ROS などによる酸化ストレスやサイトカイン刺激によって活性化
する MAPK カスケードである。ほ乳類では MAPKKK である MEKK1/4 や
ASK1、MAPKKであるMKK4/7、MAPKである JNKとシグナルが伝達され、
転写因子 Jun-Fosが活性化する。ショウジョウバエも同様の機構を有し、dTAK1、
dASK1 が MAPKKK、Hemipterous（Hep）が MAPKK、Basket（Bsk）が
MAPK に相当する。これら MAPK カスケードの活性化には Tumor necrosis 
factor receptor-associated factor（TRAF）が寄与し、ショウジョウバエでは
dTRAF2（哺乳類 TRAF6 オルソログ）、ほ乳類では TRAF6 や TRAF2 が関与
する。また、JNK経路のターゲット遺伝子には JNK経路の negative regulator
である puckered（哺乳類では DUSP10 ）が含まれる。 
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 EC 特異的オートファジー不全は非病原性の常在菌に対して upd3 を介した
ISC過剰分裂を起こす。upd3は病原菌の腸管感染時にHippo経路の不活性化（転
写共役因子 Ykiの活性化）あるいは JNK経路の活性化によって発現誘導を受け






を受ける diap1 のレポーター遺伝子（diap-lacZ ）を用いて Hippo 経路の活性
を検討した。このレポーターは、diap1 遺伝子のエンハンサー制御下で lacZ 遺
伝子（-gal タンパク質）を発現する。腸管組織を用いた-gal に対する抗体染






叢を非病原性常在菌 Acetobacter pomorum（A. pomorum）で再構築すること
で、再び diap-lacZ シグナル強度の上昇が認められた。無菌的な飼育や A. 
pomorum による菌叢の再構築はコントロール個体の diap-lacZシグナル強度に
は変化を与えなかった（Fig.4-3C）。これらの結果から、EC 特異的なオートフ





 次に JNK 経路について検討を行なった。この検討では、JNK 経路のター
ゲット遺伝子である puckered（puc ）遺伝子座に lacZ 配列が挿入されたレポ
ーター遺伝子（puc-lacZ ）を用いた。Pucは Basket の脱リン酸化を行うため、
JNK 経路の活性化は Puc により負のフィードバックループを起こす（103）。
puc-lacZは puc発現のレポーターであると同時に pucの機能欠損変異でもある
ため、puc-lacZ をヘテロ接合で用いることで JNK 経路の負の制御が緩和され、
シグナルの活性化を高感度に検出することができる。検討の結果、EC における
Atg7 のノックダウンによって puc-lacZシグナル強度の上昇が検出され、これは
Basket の dominant negative 変異体（BskDN）を過剰発現することでキャンセ










察した。no reporter（NR）は diap-lacZ 遺伝子を持たない野生型個体であり、
-gal染色のバックグラウンドシグナルの定量に用いている（B）。NR 以外は全
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て diap-lacZ遺伝子を有している。no RNAi条件と比べ、Atg5 RNAi条件また
は Atg7 と GFP を同時にノックダウンした条件では diap-lacZ シグナル強度が
上昇している。このシグナル上昇は、Atg7 とともに ykiをノックダウンするこ
とで抑制された。スケールバーは 50 µm を示している。 
（B）画像解析により（A）の結果を定量した（定量法については 材料と方法
「10-2および 10-3」を参照）。Atg7 RNAi + GFP RNAi腸管における細胞あた
りのdiap-lacZシグナル強度は yki RNAiによって有意に抑制された。n = 8 (NR), 
n = 11 (GFP RNAi), n = 13 (Atg7 RNAi + GFP RNAi), n = 17 (Atg7 RNAi + 
yki RNAi). 
（C）ノックダウンを行なっていないコントロール個体（no RNAi）と EC 特異
的に Atg7 をノックダウンした個体それぞれについて、通常飼育条件（CR）、無
菌的飼育条件（AR）、無菌的に飼育し A. pomorum を経口摂取させた条件（Ap）
での diap-lacZシグナル強度を測定した。Atg7 RNAiによる diap-lacZシグナル
増強は無菌的な飼育によってキャンセルされたが、A. pomorum の経口摂取に
よって再び有意な増加が見られた。no RNAi コントロール腸管では各条件で
diap-lacZ シグナル強度に差は見られなかった。n = 14 (NR), n = 13 (GFP 
RNAi-CR), n = 14 (GFP RNAi-AR), n = 14 (GFP RNAi-Ap), n = 15 (Atg7 
RNAi-CR), n = 14 (Atg7 RNAi-AR), n = 17 (Atg7 RNAi-Ap). 





Fig.4-4 puc-lacZ シグナル強度は EC 特異的オートファジーによって常在菌依
存的に上昇する 
（A）腸管組織を用いた-galに対する抗体染色を行い、puc-lacZシグナルを観
察した。no RNAi 条件と比べ、Atg7 をノックダウンした条件では puc-lacZ シ
グナル強度が上昇している。このシグナル上昇は、Atg7 をノックダウンすると
 108 
ともに dominant negative 型の Basket（BskDN）を過剰発現することで抑制さ
れた。スケールバーは 50 µm を示している。 
（B）画像解析により、BskDN過剰発現による Atg7 RNAi腸管の puc-lacZシグ
ナル抑制を定量した（定量法については 材料と方法「11-2 および 11-3」を参
照）。この検討では BskDN 過剰発現による個体発生への影響を考慮し、
NP1ts-Gal4システム（Fig.2-13A）を用いて羽化後 2-3日から 7 日間 29°C 飼育
し UAS-Atg7 RNAi および UAS-BskDNを発動させている。「cont」は 29°C 飼
育していない（UAS-Atg7 RNAiを誘導していない）コントロールである。Atg7 
RNAi + GFP RNAi腸管における細胞あたりの puc-lacZシグナル強度は BskDN
によって有意に抑制された。NR は no reporterの略で、puc-lacZ遺伝子を持た
ない野生型個体を用いて-gal 染色のバックグラウンドシグナル強度を定量し
ている。n = 13 (NR), n = 12 (cont), n = 13 (Atg7 RNAi + GFP RNAi), n = 13 
(Atg7 RNAi + BskDN). 
（C）ノックダウンを行なっていないコントロール個体（no RNAi）と EC 特異
的に Atg7 をノックダウンした個体それぞれについて、通常飼育条件（CR）、無
菌的飼育条件（AR）での puc-lacZ シグナル強度を測定した。Atg7 RNAi によ
る puc-lacZシグナル増強は無菌的な飼育によってキャンセルされた。no RNAi
コントロール腸管では CR 条件と AR 条件で puc-lacZ シグナル強度に差は見ら
れなかった。n = 12 (NR), n = 10 (GFP RNAi-CR), n = 11 (GFP RNAi-AR), n = 
12 (Atg7 RNAi-CR), n = 11 (Atg7 RNAi-AR). 




 第一節から、EC 特異的なオートファジー不全は常在菌依存的に Hippo 経路
の不活性化と JNK経路の活性化を起こすことが明らかとなった。続いて、オー




果、Atg7 ノックダウン腸管で観察される Dlg局在異常は ykiノックダウンによ
ってキャンセルされた（Fig.4-5A）。Atg7 ノックダウンによる PH3 陽性細胞数
の増加も yki ノックダウンによって抑制されたが、その程度は部分的であった
（Fig.4-5B）。 
次に JNK 経路について検討を行なった結果、yki のノックダウンと同様に、
BskDNの過剰発現は EC 特異的な Atg7 ノックダウンによる PH3 陽性細胞数の
増加を部分的に抑制した（Fig.4-6A）。また、BskDNの過剰発現は Atg7 ノック
ダウン腸管の Dlg局在も部分的に回復した（Fig.4-6B）。 
 Fig.4-3B, Fig.4-4B で示したように、Atg7 ノックダウン腸管の diap-lacZ シ
グナル上昇と puc-lacZ シグナル上昇は、それぞれ yki のノックダウンあるいは
BskDN過剰発現によって完全にキャンセルされる。したがって、ykiのノックダ
ウンと BskDNの過剰発現がいずれも Atg7 ノックダウン腸管の ISC 分裂亢進を
部分的にしか抑制しなかったことは、Hippo経路不活性化あるいは JNK経路活
性化を抑制しきれていないことが原因ではないと考えられる。このことから、
Hippo 経路と JNK 経路以外のシグナル経路がオートファジー不全腸管の ISC
過剰分裂に寄与する可能性も考えられる。しかし、Atg7 ノックダウン腸管にお
第二節 Hippo経路不活性化・JNK経路活性化の両者がオートファジー不全腸
管の ISC 過剰分裂に寄与する 
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いて ykiのノックダウンと BskDNの過剰発現の両方を誘導することで、PH3 陽
性細胞数の増加が完全に抑制された（Fig.4-7）。これらの結果から、オートファ






Fig.4-5 yki RNAiは EC 特異的 Atg7 RNAi腸管の Dlg局在異常と PH3 陽性
細胞数の増加をキャンセルする 
（A）腸管組織を用いた Dlg に対する抗体染色を行なった。EC 特異的な Atg7 
RNAiによるDlg局在の消失は Atg7とともに ykiをノックダウンすることでキ
ャンセルされた。スケールバーは 50 µm を示している。 
（B）PH3 染色を行い腸管 1 本あたりの PH3 陽性細胞数を測定した。EC 特異
的 Atg7 RNAi による PH3 陽性細胞数の増加は yki を同時にノックダウンする
ことで有意に抑制されたが、その程度は部分的であった。グラフには 3 回試行





Fig.4-6 BskDNは EC 特異的 Atg7 RNAi腸管の Dlg局在異常と PH3 陽性細胞
数の増加をキャンセルする 
（A）腸管組織を用いた Dlg に対する抗体染色を行なった。EC 特異的な Atg7 
RNAiによるDlg局在の消失はBskDNを過剰発現することでキャンセルされた。
本検討および（B）では NP1ts-Gal4システム（Fig.2-13A）を用い、羽化後 2-3
日から 29°Cで 7日間Atg7 RNAiあるいはBskDN過剰発現を誘導した個体を用
いている。スケールバーは 50 µm を示している。 
（B）PH3 染色を行い腸管 1 本あたりの PH3 陽性細胞数を測定した。EC 特異
的 Atg7 RNAiによる PH3 陽性細胞数の増加は BskDNの過剰発現によって有意
に抑制されたが、その程度は部分的であった。「cont」は 29°C 飼育していない
（UAS-Atg7 RNAを誘導していない）コントロールである。グラフには 3回試




Fig.4-7 EC特異的 Atg7ノックダウン腸管の PH3陽性細胞数増加はHippo経
路不活性化と JNK 経路活性化によって起こる 
 PH3 染色を行い腸管 1本あたりの PH3 陽性細胞数を測定した。EC 特異的な
Atg7 ノックダウンによる PH3 陽性細胞数の増加は、yki RNAiと BskDN過剰発
現を同時に誘導することで完全に抑制された。本検討では NP1ts-Gal4システム
（Fig.2-13A）を用い、羽化後 2-3日から 7日間、30°C で Atg7 RNAi, yki RNAi, 
BskDN過剰発現を誘導した個体を用いている。「cont」は 30°C 飼育していない










diap-lacZ と JNK 経路のレポーターpuc-lacZ を用いて、両シグナル経路の関係
性を解析することとした。 
 まず、Hippo経路の不活性化（Ykiの活性化）が JNK経路の転写活性化を起
こしている可能性について検討した。その結果、EC 特異的な Atg7 ノックダウ
ンによる puc-lacZ シグナル増強は、yki のノックダウンでは抑制されなかった




こす可能性を検討した結果、EC 特異的な Atg7 ノックダウンによる diap-lacZ
シグナル増強は、BskDN過剰発現では抑制されなかった（Fig.4-9B）。BskDN過
剰発現が Atg7 ノックダウン腸管の puc-lacZ シグナル増強を完全に抑制するこ
とから（Fig.4-4B）、オートファジー不全 EC の Yki 活性化が JNK 経路の転写
活性化によって起きているわけではないことが示された。これらの結果から、












②オートファジー不全による JNK経路活性化が Ykiの活性化を起こす。 
③オートファジー不全によってYkiの活性化と JNK経路の活性化がそれぞれ異







Fig. 4-9 オートファジー不全ECではHippo経路不活性化と JNK経路活性化
がそれぞれ独立して起きている 
（A）JNK 経路のレポーターである puc-lacZ を用いて腸管組織に対する-gal
染色を行い、共焦点顕微鏡で取得した puc-lacZ シグナルの定量解析を行なった。
EC 特異的な Atg7 RNAiによる puc-lacZシグナル上昇は、ykiのノックダウン
では抑制されなかった。NR は no reporterの略で、puc-lacZ遺伝子を持たない
野生型個体を用いて-gal染色のバックグラウンドシグナルを定量している。n = 
13 (NR), n = 12 (GFP RNAi), n = 13 (Atg7 RNAi + GFP RNAi), n = 15 (Atg7 
RNAi + yki RNAi). 
（B）EC 特異的な Atg7 RNAi による diap-lacZ シグナル上昇は BskDN過剰発
現では抑制されなかった。本解析では NP1ts-Gal4を用いて、羽化後 2-3日から
7 日間 29°C 飼育し Atg7 RNAiや BskDNを誘導している。「cont」は 29°C 飼育
していないコントロールである。n = 15 (NR), n = 15 (cont), n = 15 (Atg7 RNAi 
+ GFP RNAi), n = 17 (Atg7 RNAi + BskDN). 
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 病原菌の腸管感染は、Hippo 経路と JNK 経路のみならず、ERK シグナルな
どの JNK以外のMAPKカスケードや、Dpp 経路（哺乳類の TGF-経路に相当
する）を介しても ISC 分裂を促進することが報告されている（69）。一方で、オ









在菌は NF-B シグナルを介してウイルス感染に対する ERK シグナル活性化の
priming に寄与していることが知られている（104）。この現象にオートファジ
ーが関与するかは不明であるが、少なくともオートファジー不全腸管で Hippo






 Hippo 経路と JNK 経路はともに細胞増殖を制御するシグナル経路であるが、
両者の活性が互いに独立しているか、影響しあっているかについては統一的な
理解が進んでいない。本章ではオートファジーEC において、一方の（すなわち
Yki や Bsk による）転写活性化が、他方の転写活性化に依存せずに起きている



















Fig. 4-10 ここまでのまとめ 
 ここまでに示したことを模式図にまとめた。従来は宿主の腸管上皮に刺激を
与えないと考えられていた非病原性の腸内常在菌も、EC に Hippo 経路を不活
性化あるいは JNK経路を活性化する刺激を与えている。野生型腸管ではこれが
オートファジーによって抑制されており、EC から ISC へ損傷応答シグナルは
伝達されない。これにより常在菌に対する損傷応答の寛容性がもたらされ、腸
管恒常性が維持される。一方で、EC でオートファジー不全が起こると、常在菌
存在下で Hippo経路の不活性化および JNK経路の活性化が起き、upd3 を介し






















オルソログである Ref(2)Pのみが保存されている（32）。Ref(2)Pには p62 が持
つ PB1 ドメイン（PB1 ドメイン同士で相互作用する）、LIR ドメイン（オート






































 まず、EC 特異的オートファジー不全腸管における Ref(2)Pタンパク質の動態
に常在菌が関与するかを、Ref(2)Pに対する抗体染色により検討した。通常飼育
条件の野生型腸管では、Ref(2)Pのドット状シグナルはほとんど検出されなかっ


















た。CR 条件では Atg7 RNAiによって Ref(2)Pのドット状シグナルが増加した
が、AR 条件の Atg7 RNAi腸管では Ref(2)Pドット数が顕著に減少していた。
右端のパネルには枠で囲まれた範囲を拡大表示しており、Ref(2)Pがドット状シ




 オートファジー不全腸管における Ref(2)P オリゴマー形成は常在菌依存的で
あることが明らかとなった。続いて、ref(2)Pがオートファジー不全による腸管
恒常性破綻に関与するかを検討した。EC 特異的に Atg7 と ref(2)P を同時にノ
ックダウンしたところ、Dlg 局在異常、ISC 過剰分裂、Hippo 経路の不活性化
（Yki 活性化）、JNK 経路の活性化、これら全てがキャンセルされた（Fig.5-2, 
5-3）。Atg7 ノックダウン腸管における Dlg 局在は ref(2)P の機能欠損変異によ
っても回復した（Fig.5-2A）。したがって、オートファジー不全腸管では ref(2)P
を介して恒常性が破綻していることが示された。また、オートファジー不全を
起こさずに Ref(2)P を EC で過剰発現するのみで Dlg 局在異常が生じ、これは
upd3 や yki のノックダウンによってキャンセルされた（Fig.5-4A）。この結果
は、ECにおいて蓄積したRef(2)Pがオートファジー不全時と同様に upd3や yki
を介して腸管恒常性を破綻させることを示している。さらに、Ref(2)P過剰発現
はオートファジー不全と同様に Hippo 経路の不活性化と JNK 経路の活性化を
起こした（Fig.5-4B, 5-4C）。以上の結果から、オートファジー不全 EC におけ
るHippo経路不活性化と JNK経路活性化の両方がRef(2)Pの蓄積によって起き










こで、オートファジー不全個体の寿命短縮に ref(2)Pや upd3 が寄与するかを検
討したところ、Atg7 とともに ref(2)Pまたは upd3 をノックダウンすることで、







Ref(2)P（Ref(2)PFull, Fig.5-3で用いているものと同様）あるいは PB1 ドメイン














dot 形成、Dlg局在ともに安定した表現型が得られなかった（data not shown）。 
 126 
 




た。EC 特異的な Atg7 RNAiは Ref(2)P dot の蓄積とともに Dlg局在異常を起
こすが、同時に ref(2)Pをノックダウンすることで Dlg局在異常がキャンセルさ
れた。また ref(2)P RNAiによって Ref(2)P dotが減少していることから、ref(2)P
発現を knockdownできていることが示唆される。Atg7 RNAiによる Dlg局在
異常のキャンセルは ref(2)Pの機能欠損変異（ref(2)POD2/OD2）によっても見られ
た。この時、腸管が細くなる表現型が見られたが、これは ref(2)Pの機能欠損変
異による影響である（Fig.5-5）。スケールバーは 50 µm を示している。 
（B）PH3 に対する抗体染色を行い、腸管 1本あたりの PH3 陽性細胞数を測定
した。EC 特異的な Atg7 RNAiによる PH3 陽性細胞数の増加は、Atg7 ととも
の ref(2)Pを RNAiすることで有意に抑制された。グラフには 4 回試行の平均結
果を示している。 





Fig.5-3 EC 特異的 Atg7 RNAiは ref(2)Pを介して Hippo経路不活性化および
JNK経路活性化を起こす 
（A）diap-lacZレポーターを用いて-galに対する抗体染色を行い、画像解析に
より diap-lacZシグナル強度を定量した。NRは no reporterの略で、diap-lacZ
遺伝子を持たない野生型個体を用いて-gal 染色のバックグランドシグナルを
定量している。EC における Atg7 RNAiによる diap-lacZシグナル上昇は、Atg7
とともに ref(2)Pをノックダウンすることで有意に抑制された。n = 9 (NR), n = 
12 (GFP RNAi), n = 17 (Atg7 RNAi + GFP RNAi), n = 18 (Atg7 RNAi + 
ref(2)P RNAi). **P < 0.01. 
（B）puc-lacZレポーターを用いて-galに対する抗体染色を行い、画像解析に
より puc-lacZ シグナル強度を定量した。EC における Atg7 RNAi による
puc-lacZ シグナル上昇は、Atg7 とともに ref(2)P をノックダウンすることで有
意に抑制された。n = 13 (NR), n = 16 (GFP RNAi), n = 16 (Atg7 RNAi + GFP 





Fig.5-4 EC 特異的 Ref(2)P 過剰発現は腸管恒常性を破綻させるのに十分であ
る 
（A）Dlgおよび Ref(2)Pに対する抗体染色を行い共焦点顕微鏡で腸管を観察し
た。EC における Ref(2)P過剰発現は Dlgの細胞膜への局在を消失させたが、同
時に upd3または ykiをノックダウンすることで Dlg局在が回復した。スケール
バーは 50 µm を示している。 
（B）diap-lacZレポーターを用いて-galに対する抗体染色を行い、画像解析に
より diap-lacZシグナル強度を定量した。NRは no reporterの略で、diap-lacZ
遺伝子を持たない野生型個体を用いて-gal 染色のバックグランドシグナルを
定量している。EC における Ref(2)P 過剰発現は Atg7 RNAi と同程度まで
diap-lacZシグナル強度を上昇させた。n = 6 (NR), n = 6 (no RNAi), n = 8 (Atg7 
RNAi), n = 6 (Ref(2)P). 
（C）puc-lacZレポーターを用いて-galに対する抗体染色を行い、画像解析に
より puc-lacZシグナル強度を定量した。EC における Ref(2)P過剰発現は Atg7 
RNAi と同程度まで puc-lacZ シグナル強度を上昇させた。n = 3 (NR), n = 5 
(GFP RNAi), n = 6 (Atg7 RNAi), n = 5 (Ref(2)P). 




Fig.5-5 EC 特異的オートファジー不全は upd3 および ref(2)P依存的に寿命の
中央値を減少させる 
 各遺伝子型の個体を 25°C で加齢させ、2日おきに死亡数を測定することで寿
命を検討した。EC 特異的な Atg7 RNAi個体では、GFP RNAi個体と比べて寿
命の中央値（median survival）が 19.0%低下した（{(58-47)/58}×100 = 19.0%）。
また、Atg7 RNAi個体のmedian survivalは、upd3 あるいは ref(2)Pを同時に
ノックダウンすることで 14.9%上昇した（{(54-47)/47}×100 = 14.9%）。生存曲
線全体を比較しても、Atg7 RNAiによる寿命の短縮、および upd3 や ref(2)P の
RNAi による寿命の回復に有意差が得られた（***P < 0.001, **P < 0.01, 




Fig.5-6 PB1 ドメインは EC における Ref(2)P 過剰発現が起こす腸管恒常性破
綻に必要である 
ref(2)P の機能欠損変異体バックグラウンド（ref(2)POD2/OD2）で各 Ref(2)P コ
ンストラクトを過剰発現し、Dlg および Ref(2)P に対する抗体染色を行なった。
全長の Ref(2)P（Ref(2)PFull）あるいは LIR ドメインを欠損した Ref(2)P
（Ref(2)PΔLIR）を過剰発現することで Ref(2)P のドット状シグナル蓄積ととも
に Dlg 局在異常が観察された。一方で、PB1 ドメインを欠損した Ref(2)P
（Ref(2)PΔPB1）の過剰発現では Ref(2)Pのドット状シグナルは検出されず、Dlg
局在も維持されていた。スケールバーは 50 µm を示している。 
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 第二節から EC 特異的オートファジー不全による Hippo 経路不活性化と
JNK 経路活性化が Ref(2)P タンパク質の蓄積によって起こることが明らかとな
った。次に、培養細胞において Ref(2)Pとの共免疫沈降が報告されている Hippo
経路上流因子DachsとJNK経路上流因子dTRAF2に着目した解析を行なった。






 まず、EC 特異的オートファジー不全あるいは Ref(2)P 過剰発現が起こす腸











第三節 オートファジー不全腸管における Ref(2)P を介した過剰な損傷応答に
は Dachsおよび dTRAF2 が関与する 
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EC 特異的に ft をノックダウンしたところ、PH3 陽性細胞数が増加するととも
に Dlgの局在が消失していた。また、この時、Ref(2)Pのドット状シグナルが形
成されている様子が観察された。同様にして、EC における Dachs の過剰発現
は ISC 分裂の亢進と Dlg 局在異常、そして Ref(2)P ドットの蓄積を起こした
（Fig.5-9）。これらの結果から、EC における Dachsの活性化は Ref(2)Pオリゴ
マー形成を起こすとともに ISC 分裂を亢進させると考えられる。 
 続いて、dTRAF2 について検討を行なった結果、Atg7 ノックダウン腸管の
Dlg局在異常、ISC 過剰分裂、JNK経路活性化が dTRAF2 のノックダウンによ
ってキャンセルされた。dachs と同様、dTRAF2 のノックダウンもオートファ
ジー不全による Ref(2)P dot の蓄積量を減少させた（Fig.5-10）。 
 以上の結果から、培養細胞における Ref(2)P との共免疫沈降が報告されてい
る Dachs, dTRAF2 ともに、オートファジー不全 EC における Ref(2)Pオリゴマ
ー形成に必要であることが明らかになった。オートファジー不全腸管では
Ref(2)Pの蓄積によってHippo経路不活性化と JNK経路活性化の両方が起きる
ことから、dachs や dTRAF2 のノックダウンが他方のシグナル経路の活性に影
響する（すなわち、dachs が JNK 経路に、あるいは dTRAF2 が Hippo 経路に
影響する）可能性が考えられた。検討の結果、予想通り、dachsのノックダウン










た。EC 特異的な Atg5 RNAiは Ref(2)P dot の蓄積とともに Dlg局在異常を起
こすが、同時に dachsをノックダウンすることで Dlg局在異常、Ref(2)P dot蓄
積がともにキャンセルされた。スケールバーは 50 µm を示している。 
（B）PH3に対する抗体染色を行い腸管 1本あたりの PH3 陽性細胞数を測定し
た。Atg5 RNAiによる PH3 陽性細胞数の増加は、dachsのノックダウンによっ
て有意に抑制された。グラフには 4 回試行の平均結果を示している。 
（C）diap-lacZレポーターを用いて-galに対する抗体染色を行い、画像解析に
より diap-lacZ シグナル強度を定量した。EC での dachs RNAi によって Atg5 
RNAi腸管の diap-lacZシグナル上昇が有意に抑制された。NR: no reporter. n = 
11 (NR), n = 13 (GFP RNAi), n = 17 (Atg5 RNAi + GFP RNAi), n = 14 (Atg5 
RNAi + dachs RNAi).  
なお、本 Figure の検討では、遺伝子型の問題で Atg7 ではなく Atg5 の RNAi
系統を用いている。また、dachsノックダウンによる発生過程への影響を避ける
ために、NP1ts-Gal4システム（Fig.2-13A）を用いており、（A）では羽化後 2-3
日から 7日間、（B）と（C）では 5日間 29°C 飼育し、RNAiを発動させている。 




Fig.5-8 EC 特異的 Ref(2)P 過剰発現腸管の Dlg 局在は dachs のノックダウン
によって回復する 
Dlg および Ref(2)P に対する抗体染色を行い共焦点顕微鏡で腸管を観察した。
EC 特異的な Ref(2)P の過剰発現が起こす Dlg 局在異常は dachs を同時にノッ
クダウンすることでキャンセルされた。なお、本検討では NP1ts-Gal4システム
（Fig.2-13A）を用いて、羽化後 2-3 日から 6 日間 29°C 飼育し Ref(2)P 過剰発








た。EC における ft RNAiや Dachsの過剰発現は Dlgの細胞膜への局在を消失
させるとともに、Ref(2)P のドット状シグナルを増加させた。スケールバーは
50 µm を示している。 
（B）PH3に対する抗体染色を行い腸管 1本あたりの PH3 陽性細胞数を測定し
た。EC 特異的な ft RNAiや Dachs過剰発現は PH3 陽性細胞数を有意に増加さ









た。EC 特異的な Atg7 RNAi による Ref(2)P dot の蓄積と Dlg 局在異常は
dTRAF2 をノックダウンすることでキャンセルされた。スケールバーは 50 µm
を示している。 
（B）PH3に対する抗体染色を行い腸管 1本あたりの PH3 陽性細胞数を測定し
た。Atg7 RNAi による PH3 陽性細胞数の増加は、dTRAF2 のノックダウンに
よって有意に抑制された。グラフには 3回試行の平均結果を示している。 
（C）puc-lacZレポーターを用いて-galに対する抗体染色を行い、画像解析に
より puc-lacZシグナル強度を定量した。EC での dTRAF2 RNAiによって Atg7 
RNAi腸管の puc-lacZシグナル上昇が有意に抑制された。n = 16 (NR), n = 12 
(GFP RNAi), n = 14 (Atg7 RNAi + GFP RNAi), n = 16 (Atg7 RNAi + dachs 
RNAi). 





Fig.5-11 dachsと dTRAF2はそれぞれオートファジー不全腸管の JNK経路活
性化と Hippo経路不活性化に必要である 
（A）puc-lacZレポーターを用いて-galに対する抗体染色を行い、画像解析に
より puc-lacZ シグナル強度を定量した。EC での dachs RNAi によって Atg5 
RNAi 腸管の puc-lacZ シグナル上昇が有意に抑制された。本解析では
NP1ts-Gal4システム（Fig.2-13A）を用いて、羽化後 2-3 日から 5日間 29°C 飼
育し RNAiを誘導している。n = 11 (NR), n = 14 (GFP RNAi), n = 15 (Atg7 
RNAi + GFP RNAi), n = 15 (Atg7 RNAi + dachs RNAi). *P < 0.05. 
（B）diap-lacZレポーターを用いて-galに対する抗体染色を行い、画像解析に
より diap-lacZシグナル強度を定量した。ECでの dTRAF2 RNAiによってAtg7 
RNAi腸管の diap-lacZシグナル上昇が有意に抑制された。n = 14 (NR), n = 13 
(GFP RNAi), n = 16 (Atg7 RNAi + GFP RNAi), n = 18 (Atg7 RNAi + dTRAF2 
RNAi). **P < 0.01. 
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 ここまでの結果から、オートファジー不全 EC では Ref(2)P, Dachs, dTRAF2
によって Hippo経路と JNK経路へシグナル伝達がなされていると考えられる。
Dachs と dTRAF2 が培養細胞において Ref(2)P と共免疫沈降されることから、
















局在シグナルは EC の apical 側（管腔側）に存在していた（Fig.5-13）。なお、
Dachs:GFP 遺伝子を持たない野生型腸管では GFP 抗体を用いた染色でドット
状シグナルは検出されず、Dachs:GFPのドット状シグナルが特異的なシグナル
であることを確認している（Fig.5-13）。 
第四節 Ref(2)Pオリゴマーは EC において Dachsと共局在する 
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Fig.5-13 EC において Dachs:GFPは Ref(2)Pオリゴマーと共局在する 
（A）本解析における共焦点面を模式図で示した。腸管サンプルの中心部に共焦





ト状シグナルは検出されなかった。スケールバーは 50 µm を示している。 
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 第四章では選択的オートファジーのアダプタータンパク質である Ref(2)P に
着目した解析から、オートファジー不全 EC では Ref(2)Pオリゴマーが常在菌依
存的に形成、蓄積することで、Dachs, dTRAF2 とともに過剰な損傷応答を起こ
していることを示した。よって、オートファジー不全 EC で蓄積する Ref(2)P
オリゴマーこそが恒常性破綻の根本原因であり、オートファジーは Ref(2)P オ
リゴマーを除去することで、常在菌に対する損傷応答の寛容性をもたらしてい
ると考えられる。また、これに加えて、Ref(2)P オリゴマーの形成に Dachs と
dTRAF2 の両者が必要とされることを見出した。これは、EC で検出される
Ref(2)Pのドット状シグナルがRef(2)P同士の自己相互作用のみで成り立つもの

















なることが示唆される。近年では、in vitroにおいて p62 が自己相互作用により
フィラメント状の構造体を形成することが報告されており（119）、p62 オリゴ
マーが秩序だった構造を取りうることが明らかにされている。これらの知見を
踏まえると、EC で常在菌依存的に形成される Ref(2)P dot は、凝集体というよ
りもむしろ、機能的なシグナルプラットフォームである可能性が考えられる。









その細胞内局在からも支持される。EC において Dachs と共局在する Ref(2)P
オリゴマーは apical側（管腔側）に局在していた（Fig.5-13）。興味深いことに、
Hippo 経路の Hippo-Salvador-Warts 複合体（以下では Hippo 複合体と記す）
や、同複合体の活性化を起こす Expanded-Kibra-Merlin 複合体（Fig.4-1）は、
細胞間結合の apical側領域に集積することが知られている（Fig.5-14）（98, 100, 
120）。このような細胞内局在から、Ref(2)Pオリゴマーが、apical側領域に存在
するHippo複合体にDachsを作用させるための場となっていることが示唆され
る。JNK 経路については現状 dTRAF2 を可視化する手段が確立されておらず、
Ref(2)P オリゴマーが JNK 経路活性化の場となっているかは今後の課題である。 



















Fig.5-14 Hippo経路の因子は細胞間結合の apical側に集積している 
（A）Hippo 経路の因子の細胞内局在を模式図で示している。画像は参考文献
（100）から引用した。Hippo-Salvador (Sav)-Warts 複合体や Expanded- 






（C）Dachsの抑制因子である Ft-Ds（*）は atypical cadherinであり、図に示
したように apical 側の細胞間結合部位に局在している。このことから、Dachs
も MZ に局在する Hippo 複合体と近接していると予想される。なお、画像は参
考文献（98）から引用した。 














や活性酸素種（reactive oxygen species, 以下 ROS）の産生を亢進し、これらを
管腔へと分泌することで病原菌を排除する（50）（Fig.1-8）。こうした自然免疫
応答による病原体排除機構は哺乳類にも保存されている（3, 7, 124）。ショウジ















皮にも損傷を与えてしまう。uracilを経口摂取させると DUOX依存的に ISC 分

















 まず、DUOXがオートファジー不全腸管の Ref(2)Pオリゴマー形成や Dlg局
在異常に寄与するかを検討した。その結果、EC 特異的に Atg7 と DUOX をノ
ックダウンすることで、Ref(2)Pのドット状シグナル数が顕著に減少し、Dlg局
在異常もキャンセルされた（Fig.6-1A）。次に、これが ROS 産生の抑制に起因
するものであるかを検討するため、DUOXが産生する ROSの 1種である H2O2
を用いた解析を行うこととした。検討に先立ち、経口摂取させる H2O2濃度の条
件検討を行い、0.02%の H2O2であれば野生型腸管に dysplasia が起こらない一
方で、0.03%以上の H2O2では一部の野生型腸管の Dlg局在が消失することを見
出した（Fig.6-1B）。この結果を踏まえて、オートファジー不全を起こしていな








検討した。その結果、Atg7 ノックダウン腸管で見られる ISC 過剰分裂、Hippo
経路の不活性化、JNK 経路の活性化、これら全てが DUOX のノックダウンに
よってキャンセルされた（Fig.6-2）。以上から、オートファジー不全腸管では
DUOXの産生する ROSによって恒常性が破綻することが明らかとなった。 





Fig.6-1 EC 特異的 Atg7 ノックダウンによる Dlg 局在異常は DUOX による
ROS 産生依存的である 
（A）解剖前 2日間に渡って 0.02% H2O2溶液（5% sucroseを溶媒としている）
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または 5% sucrose溶液を経口摂取させた後に腸管を解剖し、DlgおよびRef(2)P
に対する抗体染色を行った。Sucrose 摂取時では、EC 特異的 Atg7 RNAi によ
る Dlg局在異常、Ref(2)P dot 蓄積ともに、DUOXを同時にノックダウンするこ
とでキャンセルされた。0.02% H2O2を経口摂取させた場合、コントロールであ
る GFP RNAi腸管では Ref(2)P dot の蓄積はほとんど見られず、Dlgの細胞膜
への局在も維持されていた一方で、Atg7 とともに DUOX をノックダウンした
腸管では、Ref(2)P dot の蓄積と Dlg 局在の消失が見られた。なお、H2O2の濃
度条件は（B）の検討に基づいて設定した。 
（B） 解剖前 2日間に渡って 0.02%, 0.03%, 0.3%のH2O2溶液をEC特異的GFP 
RNAi個体に摂取させ、Dlgに対する抗体染色を行なった。0.02% H2O2溶液で
は Dlg局在が維持されていた。その一方で、0.03% H2O2では一部の個体におい
て Dlg 局在の消失が観察され、Dlg 局在が維持されている場合でも、細胞の形
態が変化していた。また、0.3% H2O2ではほぼ全ての個体で Dlg 局在の消失が
見られた。 





Fig.6-2 EC 特異的 Atg7 ノックダウン腸管では DUOX を介して過剰な損傷応
答が起こる 
（A）PH3に対する抗体染色を行い腸管 1本あたりの PH3 陽性細胞数を測定し
た。EC 特異的 Atg7 RNAi腸管の PH3 陽性細胞数は DUOXをノックダウンす
ることで有意に減少した。グラフには 3回試行の平均結果を示している。 
（B, C）-galに対する抗体染色を行い、画像解析により diap-lacZシグナル強
度または puc-lacZ シグナル強度を定量した。NR は no reporter の略で、
diap-lacZ / puc-lacZ 遺伝子を持たない野生型個体を用いて-gal 染色のバック
グランドシグナルを定量している。EC における Atg7 RNAi による diap-lacZ
シグナル上昇（B）と puc-lacZシグナル上昇（C）ともに、同時に DUOXをノ
ックダウンすることで有意に抑制された。（B）: n = 13 (NR), n = 12 (GFP RNAi), 
n = 17 (Atg7 RNAi + GFP RNAi), n = 15 (Atg7 RNAi + DUOX RNAi). （C）: n 
= 14 (NR), n = 13 (GFP RNAi), n = 13 (Atg7 RNAi + GFP RNAi), n = 16 (Atg7 
RNAi + DUOX RNAi). 









の TNF（Tumor necrosis factor）経路と TLR（Toll-like receptor）経路に相当




いものの（Fig.2-11）、恒常性破綻に IMD 経路や Toll 経路が関与するかを検討
することとした。 





また、IMD 経路で抗菌ペプチド発現を誘導する NF-B 様転写因子 relish の機
能欠損変異も、EC 特異的 Atg5 ノックダウンによる Dlg局在異常には影響を及
ぼさなかった（Fig.6-3）。続いて Toll経路について検討を行なった。Toll経路の
NF-B 様転写因子には Difと Dorsalが存在するが、成虫では Difが抗菌ペプチ




Atg7 の機能欠損変異体で見られる Dlg局在異常（Fig.2-7）は Difの変異ではキ
ャンセルされなかった（Fig.6-4）。これらの結果から、抗菌ペプチド応答並びに、
パターン認識分子による腸内細菌認識はオートファジー不全腸管の恒常性破綻
に寄与しないことが示された。よって DUOX による ROS 産生がオートファジ
ー不全腸管の恒常性破綻に主たる寄与を果たしていると考えられる。 
ROS による酸化ストレスは抗酸化ストレス応答 Keap1-Nrf2 系を活性化させ
る（42）。ショウジョウバエ EC においても、酸化ストレス誘導剤 paraquat の
経口摂取に応じて CncC（哺乳類 Nrf2 オルソログ）の活性化が起きる（128）。
哺乳類では、酸化ストレスに応じて形成される p62 凝集体に Keap1 が取り込ま
れることで Nrf2 が活性化し、抗酸化応答が誘導される（42）。ショウジョウバ
エ Ref(2)Pには Keap1 と直接相互作用するモチーフが保存されていないものの、
Ref(2)P はユビキチン化された Keap1 と共免疫沈降されることが報告されてい
る（129）。オートファジー不全腸管では ROS刺激に応じた Ref(2)Pオリゴマー
形成によって恒常性が破綻することから、この過程に Nrf2 による抗酸化応答が
関与するかを検討することとした。検討には CncC の RNAi 系統（UAS-CncC 
RNAi）を用いた。この RNAi 系統は、ISC と前駆細胞 enteroblast 特異的な
esg-Gal4 で RNAi を誘導することで、ROS の蓄積量が増加し ISC 分裂が亢進
することが示されている（129）。検討の結果、EC 特異的な（NP1-Gal4を用い
た）CncC RNAiは Atg7 RNAiによる Dlg局在異常、Ref(2)P dot 蓄積どちらに
も影響を与えなかった（Fig.6-5A）。NP1-Gal4 では CncC のノックダウンが不
十分である可能性は否定できないものの、Atg7 とともに CncC の RNAiを誘導
した腸管では顕著な肥大化が観察され（Fig.6-5B）、ROSに対する損傷応答の不
全が起こっているものと考えられる。これらの結果から、EC 特異的オートファ







PGRP-LC の機能欠損二重変異（それぞれ LE112, LCΔE）は、EC 特異的な Atg7 
RNAi腸管の Dlg局在異常をキャンセルされなかった。また、relishの完全機能
欠損変異（relishE20 ）も EC 特異的 Atg5 RNAi腸管の Dlg局在異常には影響を




Fig.6-4 EC 特異的オートファジー不全腸管の Dlg 局在異常に Toll 経路は関与
しない 
Dlg に対する抗体染色を行い、共焦点顕微鏡で腸管を観察した。Atg7 機能欠
損変異体の腸管で見られる Dlg 局在異常は、Dif の機能欠損変異（Dif 2 ）では








を観察した。EC 特異的 Atg7 RNAi腸管の Dlg局在異常、Ref(2)P dot 蓄積のど
ちらも、CncC RNAiの誘導ではキャンセルされなかった。スケールバーは50 µm
を示している。 
（B）EC 特異的に Atg7 と GFPに対する RNAiを誘導した腸管（上）と、Atg7














全 EC では、DUOXによる ROS産生が亢進しているがために常在菌存在下で過
剰な損傷応答が起きている、という可能性が考えられる。そこで、オートファ
ジー不全が DUOXによる ROS産生に影響を与えるかを検討した。DUOXは管
腔側に ROS を分泌するため、細胞内での ROS 産生とは区別して検出すること





 まず、hydro-Cy3 が DUOX依存的な ROS産生を検出可能か検討した。DUOX
による ROS産生は腸内細菌が分泌する uracil によって活性化する。野生型個体
に hydro-Cy3 とともに uracilを経口投与したところ、Cy3 シグナル強度が上昇
し、これは EC 特異的に DUOX をノックダウンすることでキャンセルされた
（Fig.6-6A）。したがって、hydro-Cy3 は DUOXによる ROS産生の亢進を捉え
ることができると判断した。続いて EC 特異的 Atg7 ノックダウン個体で検討を
行なったところ、uracil 摂取の有無によらず、野生型と比べて Cy3 シグナル強
度は変化しなかった（Fig.6-6B）。よって、オートファジー不全は DUOX によ
る ROS産生を亢進しないことが示された。 




Fig.6-6 EC 特異的オートファジー不全は DUOX による ROS 産生を亢進しな
い 
Hydro-Cy3 とともに sucrose溶液または uracil溶液を経口摂取させ、腸管を解
剖後、共焦点顕微鏡で管腔内の Cy3 シグナルを観察した。そして、画像解析に
より単位面積あたりの Cy3 シグナル強度を定量した（材料と方法「9. 腸管にお
ける ROS 産生の検出実験」と「11-3. シグナル強度の測定」を参照）。グラフ
には sucrose 摂取条件の野生型個体の Cy3 シグナル強度を 1 とした相対値を示
している。また、（A）（B）ともに 3回試行の平均結果を示している。 
（A）野生型腸管では uracil 摂取に応じて Cy3 シグナル強度の有意な上昇が見
られた。一方で、EC 特異的な DUOX RNAiによって uracil依存的な Cy3 シグ
ナル強度の上昇がキャンセルされた。 
（B）EC 特異的 Atg7 RNAi腸管の Cy3 シグナル強度は、uracil摂取によらず、
野生型腸管と比べて変化が見られなかった。 







GFP ノックダウン腸管では Dlg 局在が維持されている一方で、Atg7 と DUOX
をノックダウンした腸管ではDlg局在の消失とRef(2)P dotの蓄積が起こるとい
う、第一節の結果（Fig.6-1A）からも支持される。なお、GFP ノックダウン個





を経口摂取させて人為的に DUOX 依存の ROS 産生を誘導した。Fig.2-12 や
Fig.5-1で示したように、無菌的な飼育は EC特異的オートファジー不全腸管の
Dlg局在異常および Ref(2)P dot 蓄積をキャンセルする。野生型個体への uracil
の経口投与は Dlg局在を変化させなかった一方で、EC 特異的 Atg7 ノックダウ
ン個体では uracil 摂取に応じて顕著な Ref(2)P dot の蓄積と Dlg 局在異常が観
察された（Fig.6-7）。なお、第六章で詳述するが、uracil摂取に応じた Ref(2)P dot
形成は DUOX依存的であることを確認している。 
 これらの結果から、EC 特異的なオートファジー不全は ROS に対する感受性
を亢進することが示された。 
  
第四節 オートファジー不全腸管では ROS感受性が亢進している 
 166 
 
Fig.6-7 EC 特異的オートファジー不全は ROS感受性を亢進する 
無菌的に飼育した条件（axenically reared, AR）または AR条件の個体に 20 
nM uracilを 1日経口摂取させた条件（AR→uracil）について、EC 特異的 GFP 
RNAi腸管と Atg7 RNAi腸管の Dlg局在と Ref(2)P dot 形成を観察した。Atg7 
RNAi腸管では uracil摂取に応じて顕著な Ref(2)P dot 蓄積が見られ、それに伴
って Dlg局在の消失が認められた。一方で、GFP RNAi腸管では uracil摂取さ
せてもDlg局在が維持されていた。また、この時GFP RNAi腸管でもAtg7 RNAi
腸管ほどではないものの、uracil摂取に応じて Ref(2)P dot の形成が観察された




 第一節から、EC 特異的オートファジー不全による ROS 感受性亢進の実態は
Ref(2)Pオリゴマーの除去不全による蓄積であると考えられる。また、第四章か
ら、Ref(2)P オリゴマーは Dachs のドット状シグナルと共局在し、Hippo 経路
不活性化（Yki活性化）のプラットフォームとして機能していることが示唆され
る。オートファジーは Ref(2)Pと複合体を成すタンパク質を Ref(2)Pと同時に分





LC3 オルソログ）をmCherry 標識し、EC 特異的に過剰発現している。解析の
結果、Dachs:GFP dot の約 35%が Atg8a と共局在していた（Fig.6-8）。次に、




もに DUOXあるいは ref(2)Pをノックダウンすることで、Dachs:GFP dot 数の
増加が有意に抑制された。その一方で、Atg7 と同時に upd3 をノックダウンし
ても Dachs:GFP dot 数は変化しなかった（Fig.6-9B, 6-9C）。以上から、オート
ファジー不全腸管では DUOX と Ref(2)P 依存的に Dachs を含む Hippo 経路不
活性化プラットフォームが形成されることが示唆された。 




Fig.6-8 EC において Dachs:GFP dot はオートファゴソームマーカーと共局在
する 
EC 特異的にmCherry タグ付きの Atg8a（mCh-Atg8a）を過剰発現し、腸管
を観察した。Dachs:GFPは GFPに対する抗体染色を行い、mCh-Atg8a は
mCherry そのものの蛍光を検出した。共焦点面は Fig.5-13 と同様である。
Dachs:GFP dot がmCh-Atg8a と共局在している様子が観察された（A）。画像
解析（詳細は 材料と方法「11-3. シグナル強度と共局在率の測定」 を参照）に
より、mCherry-Atg8a と共局在している Dachs:GFP dot の割合を測定したと
ころ、計 166 の Dachs:GFP dot のうち、35%がmCherry-Atg8a と共局在して
いた（B）。なお、Dachs:GFPを持たない個体では GFPのドット状シグナルは




Fig.6-9 EC 特異的オートファジー不全腸管では DUOX および ref(2)P 依存的
に Dachs:GFP dot が増加する 
Dachs:GFP 遺伝子と GFP に対する抗体染色で Dachs:GFP を可視化し、腸管
1 本あたりの Dachs:GFP dot 数を測定した。グラフ横軸の (-) は、RNAi を行
なっていないコントロール（以下 no RNAi）を示している。 
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（A）EC 特異的な Atg7 RNAiまたは Atg5 RNAiによって Dachs:GFP dot 数
が有意に増加した。n = 20 (no RNAi), n = 20 (Atg7 RNAi), n = 19 (Atg5 RNAi). 
（B）EC 特異的 Atg7 RNAiによる Dachs:GFP dot 数の増加は upd3 RNAiで
は変化しなかった一方で、DUOX RNAiによって有意に抑制された。n = 28 (no 
RNAi), n = 19 (upd3 RNAi), n = 26 (DUOX RNAi), n = 25 (Atg7 RNAi), n = 20 
(Atg7 RNAi + upd3 RNAi), n = 29 (Atg7 RNAi + DUOX RNAi). 
（C）EC 特異的 Atg7 RNAiによる Dachs:GFP dot 数の増加は ref(2)P RNAi
によって有意に抑制された。Atg7 とともに upd3 を RNAi（UAS数 = 2）して
も Dashs:GFP dot 数が Atg7 単独の RNAi（UAS数 = 1）と変わらないことか
ら、ref(2)P RNAiによる Dachs:GFP dot 数の減少は UASの数が増えたことが
原因ではないと考えられる。n = 16 (no RNAi), n = 19 (Atg7 RNAi), n = 13 




本章では、腸内細菌に対する ROS酵素 DUOX に着目した解析を行い、DUOX





に対する EC の感受性を抑制することによってもたらされ、EC の ROS 感受性
を規定するのはオートファジーによる Ref(2)P オリゴマーの除去能力であると
考えられる（Fig.6-10）。 































を完全に否定するものではない。Fig.6-9 の検討は Dachs:GFP 遺伝子を野生型
バックグラウンドで発現させているため、dachsの遺伝子量が 1.5倍と少なから
















不全 EC では DUOX が産生する ROS 刺激に対して、Dachs および Ref(2)P を
介して Hippo 経路の不活性化が起こると考えられる。DUOX は管腔に向けて
ROSを分泌するため、ECには管腔側からROS刺激が与えられることになるが、




ROS が Ft に直接作用して Dachs を含む Ref(2)P オリゴマーの形成を誘導する
可能性もあるが、Ft は平面内細胞極性（Fig.6-11）に沿って片側の細胞膜に一
様に局在する因子であり、次章（Fig.7-2など）で検討する Ref(2)Pオリゴマー




される ROSは、JNK経路の活性化を介して Hippo経路を不活性化させる（107, 
108）。オートファジー不全 EC では JNK経路と Ykiがそれぞれ互いの転写活性
に依存せず活性化するため（Fig.4-9）、同じ ROS 刺激であっても、細胞の内か
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ら与えられる ROS と細胞外から与えられる ROS とでは、Hippo 経路に作用す
る機序が異なることが示唆される。 
近年、病原菌感染に応じて Toll 経路が活性化すると、STRIPAK 複合体の構


















ROSは EC にも作用し、Ref(2)Pオリゴマー（少なくとも Dachsと共局在して















は posterior側に局在する。一方で、Ftの結合パートナーである Dachsous（Ds, 








Fig.6-12 EC 特異的オートファジー不全による Dlg 局在異常および Ref(2)P 
dot 蓄積は cka RNAiではキャンセルされない 
 Dlgおよび Ref(2)Pに対する抗体染色を行い、共焦点顕微鏡で腸管を観察した。
2 系統の cka RNAi（v106971, v35234）を検討したが、どちらも EC特異的 Atg7 
RNAiによるDlg局在異常、Ref(2)P dot蓄積をキャンセルすることはなかった。
なお、どちらの cka RNAi系統も NP1-Gal4で誘導すると発生致死（蛹期致死）
となってしまう。そのため、本解析では NP1ts-Gal4（Fig.2-13A）を用いて、




 ここまでの解析から、オートファジー不全 EC では DUOX 依存的な ROS 刺
激に応じて Ref(2)P オリゴマーが形成されることを示した。従来、ROS 刺激は
Ref(2)P/p62 の凝集体化を引き起こすとされてきたが、本研究で観察される
Ref(2)P オリゴマーは、凝集体ではなく、Hippo 経路を不活性化、JNK 経路を
活性化するような機能的なシグナルプラットフォームであると示唆される。ま





構に新たな知見をもたらすことができると考えられる。EC は apical- 
basolateral極性を有し、また隣接する EC との間には細胞間結合が形成される。
このように、EC 内には、その構造や機能に空間的な違いがある。本章では、




 上皮組織では、3細胞の隣接部位において tricellular junction（TCJ）と呼ば
れる、2細胞間の結合とは構成タンパク質の異なる特殊な細胞間結合が形成され
る（Fig.7-1）（135）。ショウジョウバエでは TCJ は septate junction（哺乳類
の tight junction に相当する）が 3 細胞で交わる部位に形成され、adherens 
第六章 TCJが DUOX依存的な ROS刺激に応じた Ref(2)Pオリゴマー形成の
場となる 
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junction 上に TCJ は観察されない。哺乳類では tight junction と adherens 
junctionどちらにも TCJ が形成されるという違いこそあるものの、TCJの構造
や機能は生物種を越えて保存されている。これまでに、TCJ を構成する膜貫通
タンパク質として、ショウジョウバエでは Gliotactin, Anakonda, Sidekick, M6






を EC でノックダウンすると JNK経路が活性化し、ISC の過剰分裂が起きるこ
とが報告されている（92）。JNK 経路を介した ISC 過剰分裂はオートファジー
不全腸管でも見られる現象である。さらに、TCJ は septate junction 上に形成
されるため、EC では apical側に形成されることとなるが、Ref(2)Pオリゴマー
や Dachs:GFP dot も EC の apical側で観察される（Fig.5-13, Fig.6-8）。これら
のことから、オートファジー不全によるRef(2)Pを介した過剰な損傷応答にTCJ
が関与すると予想し、本章では TCJ 構成因子 Gli が EC 特異的オートファジー






Fig.7-1 Tricellular junction（TCJ）概略図 









（A）上皮組織では 3細胞が接する部位で tricellular junction（TCJ）が形成
される（青色で示されている）。哺乳類、ショウジョウバエともに、TJ や SJの
延長線上に TCJ が形成される。また、哺乳類では AJでも TCJ が形成されるこ
とが電子顕微鏡で捉えられている。 
（B）TCJ を構成する膜貫通タンパク質のモデル図を示している。哺乳類 TJ
に形成される TCJ（tricellular TJ, tTJ）は、tricellulinと angulinによって構
成される。tricellulinが 3細胞の頂点に局在し、angulinが 3細胞の間隙を埋め
るように局在する。一方で、ショウジョウバエ SJに形成される TCJ（tricellular 
SJ, tSJ）は、Gliotactinと Anakonda によって構成される。Gliotactinは哺乳
類の tricellulin に、Anakonda は哺乳類の angulin に相当する局在パターンを
示す。なお、Figure中には示されていないが、ショウジョウバエでは Sidekick





 オートファジー不全 EC では DUOX による ROS 刺激に応じて Ref(2)P オリ
ゴマーが形成され、Dachsとともに Hippo経路を不活性化する。しかし、この





に気づいた。コントロール腸管では uracil 摂取時も Dlg の細胞間結合部位への
局在が維持されているため、これを Ref(2)P オリゴマーの細胞内局在の指標に
することができる。興味深いことに、uracil 摂取に応じて形成される Ref(2)P
オリゴマーは、3 細胞が隣接している部位（Tricellular junction、以下 TCJ）
の近傍で高頻度に観察された（Fig.7-2A）。これが DUOXによる ROS産生依存







菌に対して産生される ROS が EC に作用すると、Ref(2)P オリゴマーが TCJ
局在を示すものと考えられた。 






（A）無菌的に飼育した GFP ノックダウン個体（Axenically reared, AR）に
uracilを 24 時間経口摂取させた後、腸管を解剖して Dlgと Ref(2)Pに対する抗
体染色を行なった（Fig.6-7と同一の実験）。Ref(2)P dot は Dlgシグナルが 3細
胞で交わっている部位の近傍に高頻度に検出された。 
（B）通常飼育条件の個体で観察されるRef(2)P dotのTCJ局在の一例を示した。
なお、この画像は NP1ts-Gal4と UAS-Atg7 RNAiを併せ持つ個体を 29°C で飼
育していない（つまり、Atg7 RNAiを誘導していない）条件で解剖、染色した
腸管サンプルで取得したものである。 




Fig.7-3 Uracil摂取は DUOX依存的に Ref(2)Pオリゴマー形成を誘導する 
 通常飼育条件のEC特異的GFP RNAi個体またはDUOX RNAi個体に uracil
を 12時間経口摂取させた後、腸管を解剖して Dlgと Ref(2)Pに対する抗体染色
を行なった。DUOX RNAiによって uracil摂取に応じた Ref(2)P dot 形成が抑
制された。矢印は TCJ 局在を示していない Ref(2)P dot を指し示している。ス
ケールバーは 50 µm を示している。 
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 第一節から、DUOXを介した ECへの ROS刺激は Ref(2)Pオリゴマーの TCJ
局在をもたらすことが示された。TCJ は ECの apical側に形成される細胞間結
合であり、また TCJ 構成因子 Gliotactin（Gli ）のノックダウンは JNK経路の
活性化を介して ISC 過剰分裂を起こすことが報告されている（92）。これに対し、
Ref(2)P オリゴマーは EC の apical 側に検出され（Fig.5-13）、またオートファ
ジー不全腸管の ISC 過剰分裂には JNK経路の活性化が寄与する。こうした類似
点から、管腔側から与えられる ROS 刺激に対する Ref(2)P オリゴマー形成に
TCJ が寄与している可能性を考え、Gliに着目した解析を行うこととした。解析
にあたり、①TCJ 構造が Ref(2)P オリゴマー形成に必要である、という可能性




を検討した。検討の結果、EC 特異的に Atg7 とともに Gli をノックダウンする
ことで Ref(2)P dot が顕著に減少した（Fig.7-4A）。しかし、この時 Dlg局在は




特異的に Gli のみをノックダウンしたところ、Dlg の局在が消失した一方で、
Ref(2)P dot の蓄積は観察されなかった（Fig.7-4B）。Dlg の局在異常は ISC の




経路活性化を介した ISC 過剰分裂（92）が Ref(2)P 非依存的に起こり、Dlg 局
在異常が起きている可能性が考えられた（Fig.7-5）。 
Dlgは septate junctionの構成因子であると同時に basolateral側の極性因子
でもあるため、Dlg局在の消失は細胞極性の形成に異常が生じていることを意味





EC 特異的 Atg7 ノックダウン腸管の Ref(2)P dot 蓄積は BskDN過剰発現のみで
は抑制されなかったのに対し、BskDN 過剰発現とともに Gli をノックダウンす
ることで、Ref(2)P dot が減少した（Fig.7-6）。この時 Dlgは細胞膜に正常に局
在していた。この結果から、Fig.7-4A で Gli ノックダウンによりオートファジ
ー不全 EC の Ref(2)Pオリゴマーが消失したことが、細胞極性の崩壊によるもの
ではないと考えられた。また、オートファジー不全 EC における JNK経路の転
写活性化は Ref(2)P オリゴマー形成に必要でないことも示された。以上から、
オートファジー不全腸管における Ref(2)Pオリゴマー形成には TCJ 構造が必要
であることが強く示唆された。 
 オートファジー不全 EC では DUOX 依存的な ROS 刺激によって Ref(2)P オ
リゴマーが形成される。TCJ 構造が EC の細胞外から与えられる ROS刺激に対
する Ref(2)Pオリゴマー形成に必要であることを更に検討するため、uracil誘導
性の Ref(2)P dot 蓄積に Gliが必要かを検討した。Gliノックダウンは ISC 過剰
分裂を介して Dlg局在を消失させると考えられるため（Fig.7-4B, 7-5）、本検討
では Gli がノックダウンされてから Dlg 局在消失が起こるまでの期間で観察す
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ることを試みた。NP1ts-Gal4システム（Fig.2-13A）を用いた検討の結果、3日
間 Gli をノックダウンしても Dlg の局在は維持されており（Fig.7-4B では 7 日
間 Gli をノックダウンしている）、uracil を経口摂取させても Ref(2)P dot 蓄積





Fig.7-4 EC特異的 Atg7ノックダウンによる Ref(2)Pオリゴマー蓄積は Gliの
ノックダウンで抑制される 
Dlgと Ref(2)Pに対する抗体染色を行い、腸管を観察した。（A）（B）どちらも
2 つの UAS-Gli RNAi系統（v37115, v37116）を用いており、どちらの系統で
も同様の結果が得られている。また、スケールバーは 50 µm を示している。 
（A）EC 特異的 Atg7 RNAiによる Ref(2)P dot の蓄積は Gliを同時にノックダ
ウンすることで抑制された。しかし、この時 Dlg局在は消失したままであった。
なお、本検討では Gli RNAi による発生過程での異常を避けるために、
NP1ts-Gal4システム（Fig.2-13A）を用いて、羽化後 2-3 日から 7日間 29°C 飼
育して Atg7 RNAiや Gli RNAiを誘導した後に解析を行なっている。 
（B）EC 特異的に Gli RNAiを誘導しても、Ref(2)P dot 形成は観察されなかっ
た。一方で、Gli RNAi は Dlg 局在を消失させた。本検討も（A）と同様に、
NP1ts-Gal4システム（Fig.2-13A）を用いて、羽化後 2-3日から 7 日間 Gli RNAi
を誘導している。 





Fig.7-5 オートファジー不全や Gli ノックダウンによる Dlg 局在異常の作業仮
説 
 本章の解析結果から考えられる作業仮説を示した。 
EC 特異的なオートファジー不全と Gli のノックダウンはともに Dlg 局在異常
を起こす（Fig.7-4）。オートファジー不全による Dlg局在異常には Ref(2)Pのオ
リゴマー化が必須である（Fig.5-6）。一方で、Gli ノックダウンは Ref(2)P オリ
ゴマー形成を起こさない（Fig.7-4B）。これらのことから、Gli ノックダウン腸
管では JNK 経路の活性化と ISC 過剰分裂（92）が Ref(2)P 非依存的に起こる
ことで、Dlg局在異常が生じている可能性が考えられる。第二節の検討では、少





Fig.7-6 Gli ノックダウンが起こす Dlg 局在異常をキャンセルしても Ref(2)P
オリゴマーの減少が見られる 
EC 特異的な Gli RNAiとともに BskDNを過剰発現すると、Atg7 RNAi腸管の
Ref(2)P dot が減少し、かつ Dlg局在異常もキャンセルされた。加えて、BskDN
を過剰発現するのみでは Atg7 RNAi 腸管の Ref(2)P dot は消失しなかった。
Fig.7-5と同様、2つの UAS-Gli RNAi系統（v37115, v37116）を用い、どちら
でも同様の結果が得られている。また、本解析では NP1ts-Gal4 システム
（Fig.2-13A）を用いて、羽化後 2-3 日から 7日間 RNAiおよび BskDN過剰発現
を誘導している。なお、スケールバーは 50 µm を示している。 
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Fig.7-7 Gli ノックダウンは uracil 摂取に応じた Ref(2)P オリゴマー形成を抑
制する 
 NP1ts-Gal4システム（Fig.2-13A）を用いて、羽化後 2-3日から 3 日間 29°C
飼育（RNAiを誘導）した個体に uracilを 12時間経口投与し、腸管を観察した。
GFP RNAi腸管および29°C飼育を行なっていないGli RNAi腸管（no induction）
では、uracil 摂取に応じた Ref(2)P dot 形成が見られた。一方で、29°C 飼育し
た Gli RNAi腸管では uracilを摂取させても Ref(2)P dot は検出されなかった。
スケールバーは 50 µm を示している。 
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 第二節から、EC 特異的オートファジー不全腸管の Ref(2)Pオリゴマー形成に
は TCJ 構造が必要であることが明らかになった。続いて、TCJ 構造がオートフ
ァジー不全による Hippo経路の不活性化に寄与するか、diap-lacZレポーター遺
伝子を用いて検討した。その結果、EC 特異的に Atg7 とともに Gli をノックダ
ウンすることで、Atg7 ノックダウンによる diap-lacZ シグナル上昇がキャンセ
ルされた（Fig.7-8A）。第二節の検討から、Gli ノックダウンは Dlg 局在を消失
させることを示している。Hippo 経路は basolateral 側の極性複合体である
Scribble-Lgl-Dlg 複合体や、apical 側の極性因子である Crumbs による制御を
受ける。Gliノックダウンによる Dlg局在消失は EC の細胞極性形成が不全にな
っていることを意味しており、diap-lacZ シグナルの抑制（Fig.7-8A）が TCJ
構造の崩壊ではなく、EC の細胞極性形成の異常によってもたらされている可能
性も考えられる。そこで、Gli ノックダウンと同時に BskDN を過剰発現するこ
とで、Dlgの細胞膜への局在を維持した状況（Fig.7-7）での diap-lacZシグナル
を測定した。その結果、Gli ノックダウンとともに BskDN を過剰発現しても、
Atg7 ノックダウンによる diap-lacZシグナル上昇が抑制された（Fig.7-8B）。な
お、BskDNを過剰発現するのみでは Atg7 ノックダウン腸管の diap-lacZシグナ
ル上昇がキャンセルされないことをこれまでに示している（Fig.4-9B）。これら
の結果から、EC 特異的オートファジー不全による Hippo 経路の不活性化には
TCJ 構造が必要であると考えられる。なお、Gliノックダウンは JNK経路の活
性化を起こしてしまうため、この実験系ではオートファジー不全 EC の JNK経





Fig.7-8 EC 特異的 Atg7 ノックダウン腸管の diap-lacZシグナル上昇は Gli ノ
ックダウンによって抑制される 
-galに対する抗体染色を行い、画像解析により diap-lacZシグナル強度を定量
した。NR は no reporter の略で、diap-lacZ 遺伝子を持たない野生型個体を用
いて-gal 染色のバックグランドシグナルを定量している。また、本解析では
NP1ts-Gal4 システムにより、羽化後 2-3 日から 7 日間 29°C 飼育した個体を用
いている。 
（A）Gli RNAiにより EC 特異的 Atg7 RNAi腸管の diap-lacZシグナル上昇が
有意に抑制された。n = 15 (NR), n = 12 (GFP RNAi), n = 16 (Atg7 RNAi + GFP 
RNAi), n = 15 (Atg7 RNAi + Gli RNAi). 
（B）BskDNを過剰発現することで Gli RNAiによる Dlg局在の消失をキャンセ
ルした状態（Fig.7-6）でも、Atg7 RNAi 腸管の diap-lacZ シグナル上昇は Gli 
RNAiによって抑制された。n = 14 (NR), n = 16 (GFP RNAi), n = 15 (Atg7 
RNAi + GFP RNAi + BskDN), n = 13 (Atg7 RNAi + Gli RNAi + BskDN). 
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 第六章では、DUOXによって産生される ROSが EC で Ref(2)Pオリゴマー形
成を誘導するメカニズムについて、uracil摂取に応じて形成される Ref(2)Pオリ
ゴマーが TCJ 近傍に局在していることを見出した。TCJ の形成に必須である
Gliをノックダウンすることでオートファジー不全腸管のRef(2)Pオリゴマー形
成および Hippo 経路不活性化がキャンセルされたことから、TCJ は ROS 刺激
に対する損傷応答を制御する場として機能していると考えられる。uracil 誘導
性の ROSは DUOXが腸内細菌に向けて分泌するものであるため、EC には管腔
側から ROS 刺激が与えられることとなる。また、TCJ は EC の apical 側（管
腔側）に形成される細胞間結合であり、EC において Ref(2)Pオリゴマーやオー






apical 側領域そのものが aPKC 変異によって狭まったことで、ISC 過剰分裂が
抑制され、Dlg局在の回復がもたらされたものと考えられる。以上のように本章




全てが TCJ 近傍に局在していたのに対し、通常飼育条件で uracilを摂取させた
第四節 考察 
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 本章の解析から TCJ は Ref(2)Pを介した損傷応答の制御に重要であると考え
られるが、TCJ と Ref(2)P オリゴマーの関係性については更なる解析が必要で
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ある。Gli をノックダウンすることで Ref(2)P オリゴマーが減少する（Fig.7-6, 
7-7）という結果からは、次の 2つの可能性が考えられる。すなわち、①TCJは
ROS 刺激に応じた Ref(2)P オリゴマー形成を起こす場として機能している、と
いう可能性と、②TCJ は Ref(2)P オリゴマーの構造の維持に寄与している、と
いう可能性である。②については、前述したようなオートファゴソーム内に隔
離されていると考えられる細胞質中の Ref(2)Pオリゴマー（少なくとも TCJ と
は空間的に隔てられている）が dot 状構造を保っていることから、その可能性
は低いと考えられる。Gliノックダウンで消失する Ref(2)P dot が TCJ 近傍に局
在しているものに限らない、ということからも、TCJ が Ref(2)P オリゴマー形
成の起点となっている可能性が高い。この点に関して、ショウジョウバエ幼虫
の翅原基（幼虫体内に存在する上皮組織）では、Gli の TCJ 局在にはエンドサ
イトーシスによる量的制御が重要であり、Gli を過剰発現あるいはエンドサイト
ーシスを阻害すると、Gliの局在が bicellular junctionに拡大することが報告さ




起きている可能性が考えられる。一方で、Gli はノックダウンしても JNK 経路
が活性化することが示されているが（92）、本章の解析から、Gli ノックダウン
時の JNK経路活性化はRef(2)P非依存的であることが予想される（第二節参照）。
今後、EC における Gli タンパク質の過剰が Ref(2)P オリゴマーの局在を





ここまでの解析結果から、管腔側から EC に与えられる ROS 刺激は TCJ 近傍
という特殊な場で Ref(2)P オリゴマー形成を起こし（第六章）、形成された
Ref(2)PオリゴマーはHippo経路や JNK経路のシグナルプラットフォームとし



















 DUOX 依存的な ROS 刺激に応じて EC で形成される Ref(2)P オリゴマーは
TCJ 近傍に局在している。TCJ 構成因子 Gli のノックダウンで Ref(2)P オリゴ
マーが消失することから、TCJ が Ref(2)P オリゴマー形成の場となっているこ
とが示唆されるが、TCJ 構成因子に着目するのみでは、Ref(2)P オリゴマーがど
のようにして形成されるかを解析することは困難である。そこで、管腔側から













管恒常性が Ref(2)P 依存的に破綻することに着目した。Ref(2)P 依存的な腸管恒
常性の破綻を個体の生存率として評価することができれば、一度に多量の検体
数を簡便に検討可能である。 
第一節 H2O2経口投与時のオートファジー不全個体の個体死は ref(2)P に完全
に依存している 
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とともに upd3 をノックダウンすることでも H2O2摂取時の生存率が回復し、非








が知られている（23）。paraquat は電子を受容して還元型となることで ROS 産
生誘導能を発揮するため、主に細胞内のミトコンドリア電子伝達系に作用する
ことで ROS 産生を誘導する（140）。つまり、paraquat により誘導される ROS
は細胞内で産生されることとなる。興味深いことに、EC 特異的 Atg7 ノックダ
ウン個体も paraquat 感受性を示したが、この paraquat 感受性は ref(2)P のノ
ックダウンでキャンセルされた一方、upd3 のノックダウンではキャンセルされ
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なかった（Fig.8-3）。したがって、H2O2と paraquat では、Ref(2)P を介した応
答が起きている点は同様であるものの、その下流では異なる現象が起こってい
ると考えられる。H2O2を利用することで、DUOX 依存的な（管腔側から与えら





Fig.8-1 EC 特異的オートファジー不全は H2O2摂取時の生存率を低下させる 
羽化後 6-8 日の個体に 0.6%の H2O2を 3 日間経口摂取させ、その後 3 日間、通
常のコーンミールエサで飼育し生存率を測定した。最終日の生存率を比較し
H2O2感受性の指標としている。 
（A）EC 特異的に Atg7, Atg5, Atg16 に対する RNAi を誘導した個体は、GFP 
RNAi コントロールと比較して生存率が有意に低下した。グラフには 4 回試行の
平均結果を示している。 
（B）Atg7 の機能欠損変異体（w- ; Atg7d14/d77 ）は W1118（white 遺伝子の変異
体）と比較して生存率が有意に低下した。グラフには 6 回試行の平均結果を示
している。 





Fig.8-2 EC 特異的オートファジー不全は ref(2)P および upd3 依存的に H2O2
感受性を亢進する 
羽化後 6-8 日の個体に 0.6%の H2O2を 3 日間経口摂取させ、その後 3 日間、通
常のコーンミールエサで飼育し生存率を測定した。 
（A）EC 特異的な Atg7 RNAi 個体の H2O2摂取時の生存率は、ref(2)P RNAi
または upd3 RNAi によって有意に上昇した。グラフには 6 回試行の平均結果を
示している。 
（B）EC 特異的な Atg7 RNAi 個体の H2O2摂取時の生存率は ref(2)P の機能欠
損ヘテロ接合変異（ref(2)POD2/+）によって部分的に回復した。生存率測定開始
から 4日目および5日目には ref(2)POD2/+ による生存率の有意な上昇が認められ
たが、6 日目には有意差は得られなかった（P=0.052）。グラフには 5 回試行の
平均結果を示している。 




Fig.8-3 EC 特異的オートファジー不全は ref(2)P 依存的に paraquat 感受性を
亢進する 
 羽化後 6-8 日の個体に 0.5 mM の paraquat 溶液（PQ）を 3 日間経口摂取さ
せ、その後 3 日間、通常のコーンミールエサで飼育し、生存率を測定した。EC
特異的 Atg7 RNAi 個体（Atg7 RNAi + GFP RNAi）は GFP RNAi 個体と比較
して生存率の低下を示した。この生存率低下は、Atg7 とともに ref(2)P に対す
るRNAiを誘導することでキャンセルされた。一方で、upd3 RNAiはAtg7 RNAi
個体の paraquat 摂取時の生存率に有意な変化を与えなかった。グラフには 4 回





ァジー不全個体の ref(2)P 依存的な ROS 感受性に関与する遺伝子を探索可能で
あると考えられた。そこで、確立した実験系を用いて、管腔側から与えられる
ROS 刺激に応じた Ref(2)P オリゴマー形成に関与する遺伝子のゲノム網羅的ス
クリーニングを実施することとした。本スクリーニングでは、まず H2O2摂取に
よる生存率測定系と Df 系統を利用し、オートファジー不全個体の H2O2感受性
を緩和するような Df 領域を探索する（1 次スクリーニング）。Df 領域に H2O2
感受性をもたらしている原因遺伝子が含まれれば、その遺伝子のヘテロ接合欠
損によってオートファジー不全個体の H2O2 摂取時の生存率が上昇するはずで
ある（Fig.8-4）。2 次スクリーニングでは、同定した Df 領域に含まれる個々の
遺伝子の機能低下型変異体あるいは RNAi 系統を用いて、H2O2感受性の原因遺
伝子を同定する。そして 3 次スクリーニングとして、H2O2感受性を緩和した遺





る場合、EC 特異的オートファジー不全腸管において Dlg の細胞膜への局在が回
復するはずである。また、ROS 刺激依存的に形成される Ref(2)P オリゴマーは
TCJ 近傍に局在するため、Dlg 染色により細胞膜を可視化することで、Ref(2)P
オリゴマーが TCJ 近傍に局在しているのか、あるいは細胞膜から離れた位置に






リーニングの最大の目的である（Fig.8-4）。また、1 次スクリーニングと 2 次ス
クリーニングでは生存率を指標にしているため、ROS 感受性の亢進によって個
体死が起こるメカニズムについても手がかりが得られると期待される。 
 2019年3月 5日現在までに、1次スクリーニングについては常染色体の 98.4%
をカバーする全 375 の Df 系統のうち、369 系統について検討を終了した
（Fig.8-5A）。残りの 6 系統については、EC 特異的 Atg7 ノックダウンとの遺
伝学的相互作用によって発生致死となってしまい、検討不能であった。検討し
た 369 系統のうち、52 系統（全体の 13.9%）が EC 特異的 Atg7 ノックダウン
個体の H2O2摂取時の生存率を上昇させた。なお、ref(2)P ヘテロ接合変異によ
る Atg7 ノックダウン個体の生存率上昇が生存率測定開始から 5 日目（3 日間の
H2O2 摂取 + 2 日間のコーンミールエサでの飼育）まで見られることから
（Fig.8-2）、このタイミングで生存率上昇の判定を行なっている（クライテリア
の詳細については 材料と方法「5. ゲノム網羅的スクリーニング」を参照）。1
次スクリーニングで同定された 52 の Df 領域について、Fig.2-5 に示したように
原因遺伝子を含む領域の絞り込みを行ったのちに、個々の遺伝子について検討
を行なった。現在までに、計 23 の Df 領域から、31 の H2O2感受性原因遺伝子
を同定している（Fig.8-5B）。 
 続いて、同定した個々の遺伝子変異あるいは RNAi 系統が、EC 特異的 Atg7
ノックダウン腸管のRef(2)P dot形成やDlg局在に影響を及ぼすかを組織学的に
検討した（3 次スクリーニング）。なお、EC 特異的 Atg7 ノックダウン腸管では
H2O2摂取を行わずとも常在菌依存的に Ref(2)P dot 形成が起こるため、3 次ス
クリーニングでは H2O2 摂取は行なっていない。22 遺伝子について検討した結
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果、7 遺伝子で Ref(2)P dot の減少が見られ、これら全ての場合において Dlg 局
在異常がキャンセルされていた。また、6 遺伝子では Ref(2)P dot の減少は見ら
れなかったものの、Dlg 局在が回復していた。残りの 7 遺伝子については、







（A）EC 特異的オートファジー不全腸管では、ROS 刺激に応じて TCJ 近傍に
Ref(2)P オリゴマーが形成されることで、Hippo 経路の不活性化が（おそらくは
JNK 経路の活性化も）起こる。本スクリーニングでは、ROS 刺激依存的な現象
に焦点を当てるために H2O2を経口投与することで ROS 刺激を増強し、それに
よる個体死を指標にオートファジー不全個体のROS感受性原因遺伝子を探索す




は、Ref(2)P オリゴマー形成に寄与する遺伝子 X を仮定する。 
（B-D）スクリーニングの流れ（B）と具体例（C, D）を示した。1 次スクリー
ニングでは Df 系統を用いて、EC 特異的 Atg7 RNAi 個体の H2O2摂取時の生存
率を上昇させる Df 領域を探索する。例えば、遺伝子 X を含む Df によって生存
率が上昇すると予想される。2 次スクリーニングでは同定した Df 領域に含まれ
る個々の遺伝子の変異体あるいは RNAi系統を用いて、Atg7 RNAi個体のH2O2
感受性原因遺伝子を同定する。遺伝子 X の機能低下型変異は生存率の上昇をも
たらすと考えられる（C）。同定した遺伝子変異や RNAi 系統については、3 次
スクリーニングとして Atg7 RNAi 腸管の Ref(2)P dot 蓄積や Dlg 局在異常に影
響を与えるかを組織学的に検討する。例えば、遺伝子 X は Ref(2)P オリゴマー
の形成に寄与する遺伝子であるため、その機能低下型変異は Atg7 RNAi 腸管の





Fig.8-5 1 次・2 次スクリーニングの途中経過まとめ 
（A）本スクリーニング系では、計 375 系統のDf 系統で常染色体の 98.4%をカ
バーすることができる。1 次スクリーニングは 369 系統について検討終了し、
52 の Df 系統（375 系統中の 13.9%）が EC 特異的 Atg7 RNAi 個体の H2O2摂
取時の生存率を上昇させた。残りの 6 つの Df 系統では、Atg7 RNAi との遺伝
学的相互作用により発生致死となってしまい検討不可能であった。 
（B）2 次スクリーニングの結果、23 の Df 領域から計 31 の Atg7 RNAi 個体の
H2O2感受性原因遺伝子を同定している。なお、Df 領域数よりも遺伝子数の方が





Fig.8-6 3 次スクリーニングの途中経過まとめ 
 22 遺伝子について 3 次スクリーニングを行い、EC 特異的 Atg7 RNAi 腸管の
Dlg局在異常およびRef(2)P dotの形成や局在に与える影響に基づいてカテゴリ
ー分けした。7 遺伝子は Ref(2)P dot を減少させるとともに Dlg 局在異常をキャ
ンセルした。6 遺伝子は Ref(2)P dot を減少させなかったものの、Dlg 局在を回
復させた。そのうち 3 遺伝子では Ref(2)P dot が TCJ 近傍への局在を示し、別
の 3 遺伝子では Ref(2)P dot は核近傍に局在していた。また、22 遺伝子中 7 遺
伝子は Ref(2)P dot にも Dlg 局在にも影響を与えなかった。残りの 2 遺伝子は、








 3 次スクリーニングから、オートファジー不全腸管における Ref(2)P オリゴマ
ーの形成や局在に影響を与える遺伝子が同定されつつある。興味深いことに、
Ref(2)P オリゴマーは消失させないものの、オートファジー不全による Dlg 局在
異常をキャンセルした 6 つの遺伝子は、Ref(2)P オリゴマーの局在に影響を与え
た（fig.8-6）。6 遺伝子中、3 遺伝子では Ref(2)P dot が TCJ 近傍ではなく細胞
質中に局在していた。（Fig.8-7、これらの遺伝子群については第四節で考察する）。
また、別の 3 遺伝子（beat-IB, CG5853, Mf ）の機能低下型変異では、Ref(2)P
オリゴマーが TCJ 近傍に顕著に局在していた（Fig.8-8）。第六章の考察でも述
べたように、オートファジーによる基質分解はリソソームの存在する核近傍で
起こる（26）。したがって、Atg7 ノックダウン条件下で Ref(2)P オリゴマーが
TCJ 近傍に局在しているという結果（Fig.8-8A）は、単に Ref(2)P オリゴマー
がオートファゴソームに隔離され核近傍のリソソームへ輸送されていないため
である、という可能性も考えられる。Fig.7-3 に示したように、オートファジー
が正常な腸管では、uracil 摂取に応じて形成される Ref(2)P dot は TCJ 近傍だ
けでなく細胞質中（核近傍）に検出される。これに対し、uracil摂取させた beat-Ib
遺伝子の変異体腸管では、Ref(2)P dot が顕著に TCJ 近傍に局在していた
（Fig.8-8B）。よって、beat-IB の機能低下型変異は、DUOX 依存的な ROS 刺
激によって形成される Ref(2)P オリゴマーを TCJ 近傍に限局させると考えられ
る。 
注目すべきことに、Fig.8-8A に示したように beat-IB 変異は Atg7 RNAi 腸管
の Dlg 局在異常をキャンセルする。これは、Ref(2)P オリゴマーが TCJ 近傍に
第三節 Ref(2)P オリゴマーを TCJ に限局させる遺伝子変異はオートファジー
不全腸管の Dlg 局在を回復させる 
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局在している状態では、Hippo 経路や JNK 経路に対するシグナルプラットフォ
ームとして十分に機能できない可能性を示唆している。そこで、Ref(2)P による
Hippo経路不活性化やJNK経路活性化が起こるオートファジー不全腸管におい
て、両シグナル経路の下流に位置する upd3 をノックダウンすることで Dlg 局
在を回復させ、Ref(2)P オリゴマーの局在を観察した。その結果、Ref(2)P オリ










Fig.8-7 Ref(2)P dot の核近傍への局在をもたらす遺伝子群 
 3 次スクリーニングの結果から、Ref(2)P dot の核近傍への局在をもたらす遺
伝子群の例を示した。Dlg および Ref(2)P に対する抗体染色を行い、共焦点顕微
鏡で腸管を観察している。CG11562 の変異体および Pgam5-2 の RNAi によっ
て、EC特異的Atg7 RNAi腸管のDlg局在異常がキャンセルされ、この時Ref(2)P 
dot は TCJ 近傍ではなく、細胞質中、特に核近傍に局在していた（矢頭）。スケ




Fig.8-8 Ref(2)P dot の TCJ 近傍への局在をもたらす遺伝子変異群 
（A）3 次スクリーニングの結果から、Ref(2)P dot の TCJ 近傍への局在をもた
らす遺伝子群の例を示した。beat-Ib および CG5853 のヘテロ接合変異（ホモ接
合致死）によって、EC 特異的 Atg7 RNAi 腸管の Dlg 局在異常がキャンセルさ
れ、この時 Ref(2)P dot は顕著に TCJ 近傍に局在していた（矢印）。 
（B）beat-Ib のヘテロ接合変異体に uracil を経口摂取させ、腸管上皮における
Ref(2)P dot の局在を観察した。Ref(2)P dot は核近傍にはほとんどに検出されず、
顕著に TCJ 近傍に局在していた（矢印）。 




Fig. 8-9 オートファジー不全 EC において Ref(2)P オリゴマーは bicellular 
junction にも存在する 
 Dlg および Ref(2)P に対する抗体染色を行い、共焦点顕微鏡で腸管を観察した。
Atg7 とともに upd3 をノックダウンすることで、Dlg の細胞膜への局在が回復
する。そのため、Dlg シグナルを指標にして Ref(2)P dot の細胞内局在を解析す
ることができる。観察の結果、Atg7 と upd3 をノックダウンした腸管では、
Ref(2)P dot が TCJ 近傍に加えて 2 細胞間の結合部位直下にも検出された（矢
印）。スケールバーは 50 µm を表している。 
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オリゴマーの形成や EC 内での動態について考察する。 
 第一節にて確立した H2O2摂取による生存率測定系では、EC 特異的 Atg7 ノ
ックダウン個体の生存率が ref(2)P のヘテロ接合変異によって上昇することを








られる。EC に Ref(2)P を介した ROS 応答システムが進化上淘汰されずに残さ
れていることから、これが急激な ROS 刺激、あるいは病原菌感染時の防御応答
として必要であることが予想される。ただし、Atg7 ノックダウン個体の H2O2
摂取時の生存率低下を ref(2)P RNAi が完全にキャンセルすること（Fig.8-2A）
第四節 考察 
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を踏まえると、EC における Ref(2)P の必要性については更なる検討が必要であ
る。②については、ISC および前駆細胞 enteroblast（EB）で ref(2)P をノック
ダウンすると、非損傷時であっても ISC や EB の数が増加することを示してい
る（Fig.8-10）。これが ISC の過剰分裂によるものなのか、EB の EC への分化























 H2O2感受性原因遺伝子のうち、オートファジー不全腸管の Ref(2)P オリゴマ
ー形成への関与が見られた遺伝子には、膜輸送に関与する因子が多数含まれて
いた。その中でも、Endophilin B（EndoB）という因子は、その哺乳類オルソ









経路を活性化すること、Atg9 が dTRAF2 と共免疫沈降されることが報告されて
いる（102）。本研究では Ref(2)P オリゴマー形成に dTRAF2 が必要であること




能は明らかでないものの、今後、EC における Atg9 のノックダウンやノックア
ウトを行い、Ref(2)P オリゴマー形成への影響を検討する必要がある。 
 本章では、オートファジー不全腸管で Ref(2)P dot を TCJ ではなく細胞質へ








Ref(2)P が集積することで、シグナルプラットフォームとしての Ref(2)P オリゴ
マー形成が抑制されていることが示唆される。このことから、不良ミトコンド




る。限られた量の Ref(2)P で組織の恒常性を維持するために、細胞には Ref(2)P
の利用に優先順位をつけるような機構が存在するのかもしれない。 
 第三節で取り上げたように、beat-Ib 変異は、オートファジー不全腸管のみな
らず、uracil を経口摂取させた腸管においても Ref(2)P オリゴマーを TCJ に限
局させた。この状態ではオートファジー不全腸管の Dlg 局在異常がキャンセル
されていたことに加え、Atg7 とともに upd3 をノックダウンし Dlg 局在を回復
させた腸管では、Ref(2)P オリゴマーが bicellular junction 近傍にも存在してい
た。これらの結果から、Ref(2)P オリゴマーがシグナルプラットフォームとして
十分に機能するためには、TCJ から bicellular junction へ移行する必要がある




ける機能はこれまでに報告がない。EC においても Beat-Ib が周囲の細胞との相
互作用を介して Ref(2)P オリゴマーの動態を制御しているかもしれない。 
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もう一点興味深いのは、例えオートファジーが正常であっても、beat-Ib 変異
腸管では Ref(2)P オリゴマーが TCJ に限局していることである。Ref(2)P がオ
ートファゴソームに取り囲まれれば、核近傍のリソソームへと運ばれていくは
ずである（26）。それにも関わらず Ref(2)P オリゴマーが TCJ に局在している





オリゴマーは、Ref(2)P の LIR ドメインと LC3-II が相互作用しづらい立体構造
を取っている可能性も考えられる。今後、EC 内のどのような部位で Ref(2)P オ
リゴマーがオートファゴソームに囲まれるのかを、電子顕微鏡解析によって検
討する必要がある。また、TCJ 局在する Ref(2)P オリゴマーがシグナルプラッ
トフォームとして機能できない可能性を考慮すると、EC は TCJ に Ref(2)P オ





Fig.8-10 ISC および EB での ref(2)P ノックダウンは ISC/EB 数を増加させる 
 ISC および、EC の前駆細胞である enteroblast（EB）で特異的に Gal4 を発
現する esg-Gal4 を用いて、ISC/EB 特異的に ref(2)P をノックダウンするとと
もに、GFP を過剰発現して ISC/EB を標識した（esg>GFP）。ref(2)P のノック
ダウンによって GFP 陽性の細胞が増加する様子が観察された。スケールバーは




Fig.8-11 EndoB のノックダウンはオートファジー不全腸管の Ref(2)P オリゴ
マー形成を抑制する 
 オートファジー不全個体の H2O2感受性原因遺伝子として同定された EndoB
が、オートファジー不全腸管における Ref(2)Pオリゴマー形成に寄与するかを、
Dlg および Ref(2)P に対する抗体染色を行なって検討した。その結果、Endo を
ノックダウンすることで Atg7 RNAi 腸管の Ref(2)P dot 蓄積が抑制され、この
































刺激は、EC の管腔側に位置する TCJ 近傍で Ref(2)Pオリゴマー形成を誘導し
た。このことから、EC の管腔側には ROS刺激に対して Ref(2)Pオリゴマー形
成を起こす特殊な場が存在すると考えられる。また、オートファジー不全個体




























場合、ISC の過剰分裂を起こす原因は、常在菌の 1種である Lactobacillus 




















 ISC 分裂による EC のターンオーバーには様々なシグナル経路が関与する。
本研究では、オートファジー不全 EC に常在菌依存的に蓄積する Ref(2)Pオリゴ
マーが、Hippo経路や JNK経路を介した upd3による ISC 過剰分裂を起こすこ
とを明らかにした。一方、近年の報告では、非損傷時の EC のターンオーバー
には、upd3 ではなく、アポトーシスを起こしている EC での E-Cadherin分解
をトリガーとする EGF産生が寄与することが明らかにされている（67）。この
システムでは、E-Cadherinとの相互作用を失った-catenin（Armadillo）がプ
ロテアーゼである rhomboid の発現を誘導し、Rhomboid によって EGFが成熟
型にプロセッシングされ、EC から分泌される。注目すべき点として、EGFが
直接 ISC に作用する一方で、Upd3 は ISC に加えて腸管上皮の基底膜を覆う筋
層や前駆細胞 enteroblast にも作用し、ISC 分裂シグナルを増幅する（149）。よ
って、より広範囲の ISC に分裂シグナルを伝達できる Upd3 は病原体感染時の






















を解析することで、EC が ROS刺激に応じて Ref(2)Pオリゴマーを形成する生
理的意義に迫ることができると考えられる。 
 
 EC において Ref(2)Pオリゴマーは Dachsと共局在し、Ref(2)Pオリゴマー形
成には dachsに加え dTRAF2 も必要とされることを見出している。培養細胞に
おけるRef(2)PとdTRAF2の共免疫沈降を踏まえると、ECにおいても、dTRAF2
が Ref(2)Pオリゴマーと複合体を形成している可能性が考えられる。驚くべき





れる。このように、ROS刺激に応じて EC で形成される Ref(2)Pオリゴマーは、
Ref(2)P同士の自己相互作用のみでは説明のつかない特殊な構造体であると予
























































と ISC が近接しているが、哺乳類では EC が絨毛上部に配置され、ISC は腸陰
窩底部に存在している（Fig.1-7）。このように哺乳類では EC と ISC が空間的
に隔てられていることで、オートファジー不全 EC で p62 を介して活性化する




おいても、紫外線照射や DSS投与によって腸管上皮が損傷した際の ISC 分裂に
オートファジーが必要とされることが、マウスとショウジョウバエどちらにお
いても報告されている（153, 154）。したがって、EC から p62 を介して ISC 分
裂を促進するサイトカインが産生されても、ISC でオートファジー不全が起き
ていることで ISC 分裂の亢進を捉えにくくなっていることが予想される。本研
究においても、ISC 過剰分裂の結果生じる Dlg局在異常の程度は、EC 特異的
























では、その 60%で Ykiのヒトオルソログである YAPの活性化が見られており













Fig. 9-1 本研究のまとめ 
 DUOXが常在菌に対して産生する ROSは、EC にも管腔側から作用する。こ













形成を観察した。arm, rhoどちらの RNAiによっても Atg5 RNAi腸管の Dlg
局在異常と Ref(2)P dot 蓄積はキャンセルされなかった。なお、ここで用いてい
る UAS-arm RNAi系統や UAS-rho RNAi系統は参考文献（67）で使用されて




破綻には寄与しない可能性が高い。スケールバーは 50 µm を示している。 
Fig. 9-2 armadilloや rhomboidの RNAiはオートファジー不全腸管の Dlg局




1. Drosophila strains 
 各ショウジョウバエ系統はプラスチックバイアルで飼育し、エサにはコーン
ミール、乾燥酵母、スクロースを水とアガーで固めた一般的な培地を用いた。
野生型系統としては Oregon R を用い、細胞種特異的な遺伝子操作には
Gal4-UAS システムを利用した。Gal4-UAS システムでは、酵母の転写活性化
因子 Gal4 を細胞種特異的なエンハンサー制御下で発現させる。Gal4 タンパク
質はゲノム上の UAS（upstream activating sequence）配列に結合することで、
UAS 下流の遺伝子発現を誘導する（Fig.1-10）。Gal4 の機能阻害因子として
Gal80 が存在し、温度感受性の Gal80（Gal80ts, tsは temperature sensitive の
略）を時期特異的な遺伝子操作に用いた（次項「2. Drosophila genetics」を参
照）。 
 以下、本研究で用いたショウジョウバエ系統を記す。Kyoto, BDSC, VDRC は
それぞれ Kyoto stock center, Bloomington Drosophila Stock Center, Vienna 
Drosophila RNAi Centerの略称で、いずれもショウジョウバエ系統を整備して
いる stock centerである。また、数字は stock numberを表す。 
 
1-1. Gal4, Gal80, FLP 系統 
NP1-Gal4 (Kyoto 112001), Dl-Gal4 (a gift from Dr. Xiankun Zeng), mex-Gal4 
(a gift from Dr. Lucy Erin O'Brien), tub-Gal80ts (BDSC 7019), hs-FLP (a gift 
from Dr. Lucy Erin O'Brien). 
 
1-2. UAS系統 
UAS-Atg7 RNAi (VDRC 45558), UAS-Atg5 RNAi (a gift from Dr. Thomas 
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Neufeld), UAS-Atg13 RNAi (VDRC 27956), UAS-Atg6 RNAi (VDEC22123), 
UAS-Atg9 RNAi (VDRC 10045), UAS-Atg16 RNAi (VDRC 25651), 
UAS-Vps34 RNAi (VDRC 100296), UAS-Syx17 RNAi (VDRC 108825), 
UAS-upd3 RNAi (VDRC 106869), UAS-GFP RNAi on 2nd chromosome 
(BDSC 9331), UAS-GFP RNAi on 3rd chromosome (BDSC 9330), 
UAS-EGFRA887T (BDSC 9534), UAS-DUOX RNAi (a gift from Dr. Won-Jae 
Lee), UAS-yki RNAi (a gift from Dr. Jin Jiang), UAS-BskDN (BDSC 6409), 
UAS-ref(2)P RNAi (VDRC 108193), UAS-FLAG-ref(2)P (see 1-6.), 
UAS-FLAG-ref(2)PΔPB1 (see 1-6.), UAS-FLAG-ref(2)PΔLIR (see 1-6.), 
UAS-dachs RNAi (VDRC 12556), UAS-Dachs:V5 (BDSC 28291), 
UAS-dTRAF2 RNAi (a gift from Dr. Erina Kuranaga), UAS-ft RNAi (VDRC 
9396), UAS-CncC RNAi (a gift from Dr. Dirk Bohmann), UAS-mCherry 
Atg8a (a gift from Dr. Thomas Neufeld), UAS-cka RNAi (VDRC 106971 and 
VDRC 35234), UAS-Gli RNAi (VDRC 37115 and VDRC 37116), 
UAS-Pgam5-2 RNAi (BDSC 57006), UAS-EndoB RNAi (BDSC 34935), 
UAS-arm RNAi (BDSC 31304), UAS-rho RNAi (BDSC 28690). 
 
1-3. 変異体系統 
Atg7d14 (a gift from Dr. Thomas Neufeld), Atg7d77 (a gift from Dr. Thomas 
Neufeld), upd3Δ (BDSC 55728), hop25 (a gift from Dr. Akira Goto), relishE20 
(BDSC 55714), PGRP-LCΔE (BDSC 55713), PGRP-LE112 (BDSC 33055), Dif2 
(BDSC 36558), ref(2)POD2 (a gift from Dr. Didier Contamine), dachs210 (BDSC 
6088), dachsGC13 (BDSC 6089), CG11562MI12942 (BDSC 58010), beat-IbMI01611 
(BDSC 32770), CG5853MI02457 (BDSC 35089). 
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1-4. enhancer/protein trap 系統 
upd3.1-lacZ (a gift from Dr. Bruce A. Edgar), diap-lacZ (BDSC 12093), 
puc-lacZ (BDSC 11173), ShgGFP (BDSC 60584), Dachs:GFP (a gift form Dr. 
Yohanns Bellaïche) 
 
1-5. Deficiency 系統 





 本項目は当研究室の矢野 環 准教授によって行われた。 
Drosophila Genomic Resource Centerより取り寄せた ref(2)Pの cDNA配列
（GH06306）を pUAS-mFLAG(RX/RI) vector にサブクローニングした。





2. Drosophila genetics 
ショウジョウバエ遺伝学では飼育温度を変えることで時期特異的に遺伝子発
現を操作するシステムが繁用される。以下で指定がないものについては、実験
用の掛け合わせと実験までの維持は 25°C で行った。 
 Gal4 阻害因子 Gal80 の温度感受性フォーム（Gal80ts）は、18°C において
活性型（Gal4 を阻害し UAS 下流の遺伝子発現を抑制する）、29°C において不
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活性型（Gal4 を阻害できず UAS 下流の遺伝子発現が誘導される）となる。し
たがって、Gal80tsを持つショウジョウバエ個体を 18°C から 29°C に移すこと
で、時期特異的に遺伝子発現を誘導することができる。 
 NP1-Gal4と tub-Gal80ts（NP1-Gal4ts ）を用いて Atg7, Atg5, Atg13, Atg6, 
Vps34, Syx17 をノックダウンする際は、羽化後 2-3日の成虫を 29°C で 7日間
飼育したのちに解析を行った（Fig.1-8他）。ただし、Atg5 とともに dachsをノ
ックダウンした腸管の PH3 陽性細胞数、diap-lacZ シグナル、puc-lacZ シグナ
ルを測定する際は 29°C 飼育期間を 5日間とした（Fig.5-7）。また、NP1-Gal4ts
による Ref(2)Pの過剰発現は、29°C で 6日間飼育することで行った（Fig.5-8）。 
 Dl-Gal4と tub-Gal80tsを用いてEGFRA887Tによる ISC分裂を誘導する際は、
羽化後 4-5日の成虫を 29°C で 2.5 日飼育したのちに解析を行った（Fig.3-4）。 
 FLP-FRTによる相同組み換えとmex-Gal4ts（mex-Gal4 + tub-Gal80ts）を利
用した split-lacZ解析は Liang et al., 2017（67）を参考にした。まず、mex-Gal4
を active にするために羽化後 2-3 日の成虫を 29°C で 3 日間飼育した。その後
38°C の熱刺激を 30分×2回与えて FLPを発現させ、tub-lacZ陽性の cloneを
導入した。2 回の熱刺激の間には氷上で 5 分間のインターバルを設けた。clone
導入後、29°C で更に 5 日間飼育し、解析を行った。 
 
3. 無菌的飼育と腸内常在菌の経口投与 
 Embryoを回収し、オートクレーブ処理したMilli-Q waterと 70%エタノール
で洗浄した。続いて 2.7%の次亜塩素酸で 3分間殺菌処理した後、70%エタノー
ルで 2回、オートクレーブ処理したMilli-Q waterで 3回洗浄した。この embryo
をオートクレーブ処理したコーンミールエサで成虫になるまで飼育した。 
ショウジョウバエ個体に定着している非病原性腸内常在菌として、
Acetobacter pomorum および Acetobacteraceae strain EW911（A911）を用い
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た（gifts from Dr. Won-Jae Lee）。どちらもマンニトール培地（2.5% mannitol 
+ 0.3% peptone + 0.5% yeast extract）で 30°C, 220rpm で培養した。これらの
菌を無菌的に飼育した個体に経口投与する際は、~1×108 CFUの菌液 100 µLを
コーンミールエサに添加し、これを羽化後 1-2 日の個体に 2 日間摂取させた。
これらの操作は Ryu et al., 2008（54）に従った。 
 
4. DSS, uracil, H2O2の経口投与 
 最終濃度が 5% DSS、0.6% or 0.02% H2O2、20 nM uracilとなるように各化
合物を 5% sucrose 液に添加した。5% sucrose 液は経口投与のコントロール溶
液としても用いた。これらの溶液を空バイアルに 500 µL 添加し、3MM 
Chromatography Paper と FILTER PAPER No.1 各 1枚を敷いた上で、ショウ
ジョウバエ個体に摂取させた。survival assay ではバイアルあたり 30-50 匹、
組織学的解析では 10-20 匹を用いた。H2O2溶液または uracil溶液を摂取させる
際は、前処理として 29°C で 2時間の starvationを施した。 
Survival assay では、5% DSSまたは 0.6% H2O2を 3 日間摂取させた後、コ
ーンミールエサで飼育し生存率を測定した。組織学的解析では、解剖前に 0.02% 
H2O2を 2日間または 20 nM uracilを 12時間経口摂取させた。経口投与は全て
29°C で行い、その期間が 2日以上の場合は、1 日おきにバイアルを新しくした。 
 
5. ゲノム網羅的スクリーニング 
 EC 特異的オートファジー不全個体の DSS または H2O2摂取時の生存率低下
を指標としたスクリーニングを実施するにあたり、継代によって維持可能な
NP1>Atg7 RNAi系統（遺伝子型 w- ; NP1-Gal4 ; UAS-Atg7 RNAi）を樹立し
た。NP1>Atg7 RNAi系統を deficiency（Df）系統と掛け合わせ、NP1-Gal4お
よび UAS-Atg7 RNAi をヘテロ接合で持つとともに染色体欠損を併せ持つ系統
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を作成した（遺伝子型 w- ; NP1-Gal4 / Df ; UAS-Atg7 RNAi / + or w- ; 
NP1-Gal4 / + ; UAS-Atg7 RNAi / Df）。DSSや H2O2摂取による生存率低下を示
すコントロール系統は、NP1>Atg7 RNAi系統を w- 系統と掛け合わせて作成し
た（遺伝子型 w- ; NP1-Gal4 / + ; UAS-Atg7 RNAi / +）。 
これらの個体を羽化後 7-9日まで飼育した後、5% DSSまたは 0.6% H2O2を 3




1次スクリーニングでは Bloomington Drosophila Stock Centerに整備されて
いる Df kitを用いた。クライテリアを満たした Df領域について、その一部をカ
バーする他の Df 系統を用い、生存率上昇をもたらしている遺伝子欠損を含む
Df 領域を狭めた（2 次スクリーニング）。そして、狭めた Df 領域に含まれる遺
伝子を個々にノックダウンし、原因遺伝子を同定した。 





 「2. Drosophila genetics」や Figure legend で指定のない限り、腸管の組織
学的解析には羽化後 7-8 日のメス成虫を用いた。解剖は 1×PBS溶液中で行なっ
た。 
 
6-1. Dlg, Arm, Ref(2)P, -gal (diap-lacZ, puc-lacZ ), Dachs:GFP染色 
 解剖した腸管を 4% paraformaldehyde で 15-20 分間固定し、0.1% Triton 
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X-100含有 PBSで washした。以後 wash操作は全て 0.1% Triton X-100含有
PBS で行なっている。1 次抗体と室温で 1 時間または 4°C で overnight 反応さ
せ、wash の後、2 次抗体と室温で 1 時間反応させた。サンプルを wash し、1 
µg/mL DAPI 溶液で細胞核を染色した後 wash、更に PBS に置換し、
VECTASHIELDでマウントした。画像の取得は共焦点顕微鏡（Leica TCS SPE）
で行い、各シグナルのmerge画像は Adobe Photoshop で作成した。 
 1次抗体は0.3% Triton X-100 + 0.5% BSA含有PBSで希釈し、2次抗体は 0.1% 
Triton X-100 含有 PBS で希釈した。2次抗体は全て 500 倍希釈している。以下
の tableに 1 次抗体と 2 次抗体の組み合わせを記す。 
 
1 次抗体（希釈倍率） 製品番号 2次抗体 
Anti-Dlg (1/100) DSHB, 4F3 Anti-mouse IgG-Cy3 
Anti-Arm (1/100) DSHB, N2 7A1 Anti-mouse IgG-FITC 
Anti--gal (1/400) Promega, Z378 Anti-mouse IgG-Cy3 
Anti-Ref(2)P (1/500) See 6-4. Anti-rabbit IgG-Alexa647 
Anti-GFP (1/200) Thermo Fisher, A11120 Anti-mouse IgG-FITC 
Anti-GFP (1/500) MBL, 598 Anti-rabbit IgG-FITC 
*DSHB は Developmental Studies Hybridoma Bank の略称。 
 
6-2. Coracle, Ssk, Mesh, Shg:GFP, -gal (split-lacZ) 染色 
 本染色法は Resnik-Docampo et al., 2017（92）を参考にした。解剖した腸管
を 4% formaldehyde で 1 時間固定し、0.5% Triton X-100 含有 PBS → 0.5% 
Triton X-100 含有 PBS → 0.3% sodium deoxycholate + 0.3% Triton X-100含
有 PBSの順で 3回 washした（各 10分）。0.5% BSA + 0.3% Triton X-100含有
PBSで30分間ブロッキングし、1次抗体と 4°Cで overnight反応させた後、0.5% 
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1 次抗体（希釈倍率） 製品番号 2次抗体 
Anti-Coracle (1/100) DSHB, c615-16 Anti-mouse IgG-Cy3 
Anti-Ssk (1/1000) Gift from Dr. Mikio Furuse Anti-rabbit IgG-Cy3 
Anti-esh (1/2000) Gift from Dr. Mikio Furuse Anti-rabbit IgG-Cy3 
Anti-GFP (1/500) Nacalai tesque, 04404-26 Anti-rat IgG-FITC 
Anti--gal (1/2000) MP Biomedicals, 0855976 Anti-rabbit IgG-Cy3 
 
6-3. anti-PH3 染色 
 解剖した腸管を 3.7% formaldehyde で 30分間固定し、0.1% Tween 20 含有
PBS で wash した。氷上で冷やした 99.5% Ethanol を加えて-30℃で 5 分間脱
水を行った後、0.1% Tween 20含有PBSでwashした。500倍希釈した anti-PH3 
antibody（cell signaling, 9701）と 4℃で overnight 反応させ、0.1% Tween 20
含有 PBS で wash 後、500 倍希釈した anti-rabbit IgG-Cy3 と室温で 1 時間反
応させた。1 次抗体、2 次抗体ともに 1% BSA + 0.1% Tween 20 含有 PBSで希
釈した。DAPI 染色以降は 6-1.と同様に行い、共焦点顕微鏡でmidgut 全体を観
察して PH3 陽性細胞数を測定した。 
 
6-4. anti-Ref(2)P血清の作製 
 本項目は当研究室の矢野 環 准教授によって行われた。 
 Ref(2)Pの 90-599番目のアミノ酸をコードする cDNA配列を pCold II vector
（TaKaRa）にクローニングし、大腸菌の形質転換を行なった。この大腸菌培養
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液に final 1 mMの IPTGを添加してHisタグ付きのRef(2)P90-599を発現誘導し、
15°C で 24 時間培養した。Ni-NTA agarose, HiTrapQ column, HiTrapSP 
columnを用いて培養液から His-Ref(2)P90-599を精製した。これを抗原としてウ
サギに免疫し、anti-Ref(2)P 血清を得た。抗体の特異性は、ショウジョウバエ
S2 細胞で RNAi 法により ref(2)P をノックダウンし、western blotting および
免疫染色により確認した。 
 
7. 腸管からの DNA抽出と菌 16Sリボソーム RNA遺伝子の定量 PCR 
 羽化後 7-8日の個体をオートクレーブ処理したPBS中で解剖し、各条件 10-15
本のmidgutを回収した。サンプルを1% SDS + 0.1M EDTA含有0.1M Tris-HCl
溶液（pH8.8）中でホモジナイズして 70°C で 30 分間インキュベートした後、
final 1 Mの potassium acetate を加えて氷上で 30分間インキュベートした。
これを 15,000 rpm で 15 分間遠心し、phenol-chloroform isoamyl alcohol を用
いて上清から DNAを抽出、更にエタノール沈殿法により DNAを精製した。精
製した DNA を 100 ng/µl になるように MilliQ water で希釈し、Roche Light 
CyclerとSYBR Green I reaction kitを用いて菌 16SリボソームRNA遺伝子と
ショウジョウバエ 12S リボソーム RNA 遺伝子の定量 PCR を行なった。PCR




16S reverse： AACCACATGCTCCACCGCTT 
12S forward： TGGCGGTATTTTAGTCTATCTAGAGG 




95℃ 10min →（95℃ 15sec, 58℃ 10sec, 72℃ 10sec）×40 cycles → melting 
→ 40℃ 30sec 
 
8. 腸内細菌叢の次世代シークエンス解析 
 本項目は当研究室の矢野 環 准教授および古橋-田中 京子 技術補佐員によっ
て行われた。 
羽化後 9 日までコーンミールエサで飼育した野生型個体、EC 特異的 Atg7 ノ
ックダウン個体、EC 特異的 Atg5 ノックダウン個体を 70% Ethanol で洗浄後、
PBS 中で腸管を解剖し各条件 10-15 本回収した。7.と同様の方法で DNA 抽出




9. 腸管における ROS産生の検出実験 
  
9-1. 200 μM Hydro Cy3 溶液の調製 
 PBSに 50mM Cy3 溶液（Lumiprobe）を加え、100mM Sodium Borohydride
（NaBH4）を溶液が青色から透明になるまで少しずつ添加して Cy3 を Hydro 
Cy3 へと還元した。この溶液に、400 μM Hydro Cy3 となるように PBSを加え
た。5% sucrose溶液または 20 nM uracil溶液 60 µlと、400 μM Hydro Cy3 溶
液 60 μlを混合し（final 200 µM Hydro Cy3）、混合液全量を FILTER PAPER 





 羽化後 7-8 日の成虫個体（各条件 10-12 匹）に空バイアルで 29°C, 2 時間
starvationをかけ、Hydro Cy3 を含まない 20 nM uracil溶液または 5% sucrose
溶液を 30分間摂取させた。続けて 200 µM Hydro Cy3 を含む 20 nM uracil溶
液または 5% sucrose 溶液（9-1.で調製したもの）を 60 分間摂取させた後、各
個体を解剖して腸管を回収し、4% paraformaldehyde で 15-20 分間固定した。
固定液を PBSに置換して VECTASHIELDでマウントし、即座に共焦点顕微鏡
で Cy3 シグナルを観察した。midgut と hindgut の境界および腸管を覆う
trachea は自家蛍光によって識別可能であり、このシグナルを指標にして
posterior midgut の管腔に共焦点面を合わせ、画像を取得した。 
 
10. 寿命の測定 








420-500 nm, GFP: 500-550 nm, Cy3: 550-600 nm, mCherry: 580-620 nm, 
Alexa 647: 650-750 nm 





 画像中の細胞数は DAPI シグナル数を指標に ImageJ を用いて以下の方法で
測定した。（1）IsoData 法によりシグナル強度の閾値を設定し background 
signalを除去する。（2）“Fill hole”コマンドを適用し、核の中で DAPI により
染色されない領域（核小体）を埋める。（3）“Watershed”コマンドを適用し、
複数の DAPI シグナルが接しているものを分離する。（4）“Analyze particle”
ツールを用いて DAPI シグナル数を測定する。ISC や EE を除外して細胞数を












 diap-lacZ や puc-lacZ レポーターのシグナル強度は、ImageJ の“Measure”
コマンドで測定し、それを細胞数でノーマライズした。 
Cy3 シグナルを指標に ROS産生量を定量する際は、まず ImageJ の“polygon 
selections”ツールで取得した画像中の腸管を囲い、その領域の平均 Cy3 シグナ
ル強度を“Measure”コマンドで測定した。1 回の試行につき各条件 9サンプル
を解析した。計 3 回の試行の平均 Cy3 シグナル強度を算出し、それを sucrose
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摂取条件の Oregon R の値でノーマライズした。 
 Dachs:GFP と mCherry-Atg8a の共局在率を測定する際は、まず midgut 全
体を観察し、Dachs:GFPのドット状シグナルを含む共焦点面で画像を取得した。
dachs:GFP 遺伝子を持たないコントロール midgut でもサイズの小さな非特異
的シグナル（< 0.63 µm2）が検出されるため、ImageJ で閾値（0.63 µm2）を設
定し、これらのシグナルを定量から除外した。閾値を適用した画像を
mCherry-Atg8a の画像と merge し、Dachs:GFP dot シグナルの総数と、
mCherry-Atg8a と共局在している Dachs:GFP dot 数を測定した。 
 
11-4. split-lacZ解析 
 split-lacZ clone内の細胞数を測定するために、-galシグナル陽性の cloneの
画像を z-stackで 2 µm 毎に取得した。対物レンズは 63倍のものを用い、zoom 
factor 2.0 で撮影した。この時、同一の視野に 2つ以上の cloneが入る場合、clone
同士の境界を誤る危険性を避けるため、これらは解析から除外した。また、核
サイズの大きな 1細胞 cloneは、clone誘導時に非対称分裂でEBがラベルされ、
それが EC へ分化したものと考えられ、ISC cloneではないため、解析から除外
した。 
“mex -positive cells”のクライテリアは以下の方法で定めた。まず、mex-Gal4
で核移行する RedStinger 蛍光タンパク質を過剰発現し、split-lacZ 解析と同様
のセッティングで z-stack 画像を取得した。各 RedStinger 陽性細胞について、
シグナル面積が最大となる stack 画像を定め、その DAPI シグナルサイズを
ImageJ で測定した。本研究ではmidgut の P2-P3 領域を観察しており、P2 領
域について 167 細胞、P3 領域について 168細胞の RedStinger陽性 DAPI シグ
ナルサイズを解析した。そして、それらの第一四分位を“mex-positive cells”
のクライテリアとして設定した（P2 領域は 68 µm2、P3 領域は 52 µm2）。クラ
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イテリアの妥当性を評価するため、NP1-Gal4で核移行するmCherry を発現さ
せ、同様の方法で mCherry 陽性 DAPI シグナルサイズを測定した。その結果、
“NP1-positive cells”の第一四分位は P2領域で 62 µm2、P3領域で 43 µm2と、
“mex -positive cells”よりも小さい細胞を含むことが明らかとなった。これら






ている。統計学的有意差は two-tailed unpaired t -testにより検定した。ただし、
寿命の測定では log-rank 検定で有意差を判定した。P 値は以下のように表記し
ている。* = P < 0.05, ** = P < 0.01, *** = P < 0.001, N.S. = not significant. 
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